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 RESUMO 
 
Corantes reativos são estruturas complexas que quando descartadas no 
meio ambiente podem causar sérios danos ambientais. Neste trabalho foi 
utilizada a metodologia da superfície de resposta através de um 
planejamento 2
4
 do tipo estrela, avaliando-se os principais fatores que 
influenciam na reação enzimática (concentração de enzima, peróxido de 
hidrogênio, corante e pH) e obtendo-se como resposta a descoloração do 
corante. As máximas remoções foram de 89 e 71% para os corantes azul 
reativo 221 (RB 221) e azul reativo 198 (RB 198), respectivamente. 
Utilizando-se os corantes vermelho reativo 195 (RR 195) e amarelo 
reativo 145 (RY 145) de forma isolada, não foram obtidas remoções. 
Quando o corante RB 221 foi avaliado na dicromia com o RR 195 e na 
tricromia com RR 195 e RY 145, foi observado um aumento na 
eficiência de remoção dos corantes azul e vermelho. Esse efeito 
sinergético foi observado somente para o RB 198, quando estava 
presente na dicromia com o RR 195 e na tricromia com RR 195 e RY 
145. Os resultados obtidos para a tricromia RB 198, RR 195 e RY 145 
foram utilizados nos estudos de reúso do processo de tingimento. 
Observou-se que com reúso de 50% do efluente de tingimento foi obtido 
um valor maior de ΔE* do que o obtido com a lavagem enzimática que 
foi realizada com 100% de água limpa. No teste de escala piloto foi 
obtida uma economia de água e energia e ainda um tecido com uma 
baixa perda de cor (ΔE* de 0,6) e uma boa nota de solidez à lavagem 
(4). Os corantes RB 221 e RB 198 também foram avaliados em estudos 
de imobilização de enzimas utilizando como suporte alginato de cálcio. 
Nesses estudos a máxima remoção obtida foi de 93% para o RB 221 e 
de 75% para o RB 198, em pH 5,5, concentração de H2O2 de 43,75 
μmol/L para o RB 221 e 37,5 μmol/L para o RB 198, 30 ºC, tempo de 
180 min para o RB 221 e de 240 min para o RB 198, massa de cápsulas 
0,120 g para o RB 221 e 0,110 g para o RB 198. Foi possível reusar o 
biocatalisador em até 3 vezes. O modelo numérico proposto para o 
alginato forneceu um bom ajuste em relação aos dados experimentais. 
Nos ensaios de imobilização utilizando espuma de poliuretano, a 
máxima degradação de 58% para o RB 221 e de 72% para o RB 198 foi 
obtida em pH 6 e 7, respectivamente, 30 ºC, 30 min de reação, 
concentração de H2O2 37,5 μmol/L para o RB 198 e 50,0 μmol/L para o 
RB 221.  
 
Palavras-chave: Corante reativo. Reúso do efluente de tingimento.  
Imobilização. Enzima. Horseradish peroxidase.  
  
 
 
 
  
 ABSTRACT 
 
Reactive dyes are complex structures that when discharged into the 
environment cause serious environmental damage. In this work we used 
the methodology of response surface through a 2
4
 experimental design 
of type star, evaluating the main factors that influence the enzymatic 
reaction (enzyme concentration, H2O2, dye and pH) and obtaining an 
answer to removal of the dye. The maximum removals were 89 and 
71%, respectively, for the Reactive blue dye 221 (RB 221), and Reactive 
blue 198 (RB 198). Using the dyes reactive red 195 (RR 195) and 
reactive yellow 145 (RY 145) alone, removals were not obtained. When 
the dye RB 221 was evaluated in dichrome with the RR 195 and 
trichrome with RR 195 and RY 145, there was an increase in removal 
efficiency of blue and red dyes. This synergistic effect was observed 
only for RB 198 when it was present in the dichrome with the RR 195  
and trichrome with RR 195 and RY 145. The results obtained for 
trichrome RB 198, RR 195 and RY 145 were used in the reuse studies of 
the dyeing process. It was observed that with a reuse of 50% of the dye 
effluent a higher value of ΔE* was obtained than that obtained with the 
enzymatic washing that was performed with 100% of clean water. In the 
pilot scale test, a water and energy saving was obtained, as well as a 
fabric with a low color loss (ΔE* 0.6) and a good washing fastness (4). 
RB 221 and RB 198 dyes were also evaluated in enzyme immobilization 
studies using calcium alginate as support. In these studies, the maximum 
removal obtained was 93% for RB 221 and 75% for RB 198, at pH 5.5, 
concentration of H2O2 of 43.75 μmol /L for RB 221 and 37.5 μmol/L for 
RB 198, 30 ° C, time of 180 min for RB 221 and 240 min for RB 198, 
capsule mass 0.120 g for RB 221 and 0.110 g for RB 198. It was 
possible to reuse the biocatalyst in up to 3 times. The numerical model 
proposed for alginate provided a good fit over the experimental data. In 
the immobilization tests using polyurethane foam, the maximum 
degradation of 58% for RB 221 and 72% for RB 198 was obtained at pH 
6 and 7, respectively, 30 ° C, 30 min of reaction, concentration of H2O2 
37, 5 μmol/L for RB 198 and 50.0 μmol /L for RB 221. 
 
Keywords: Reactive dye. Reuse of the dyeing effluent. Immobilization. 
Enzyme. Horseradish peroxidase.   
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1. INTRODUÇÃO/JUSTIFICATIVA 
  
Corantes reativos são amplamente utilizados nas indústrias têxteis 
para o tingimento de fibra de algodão, porém nem todo corante 
adicionado na etapa de tingimento se fixa à fibra, parte desse acaba  
hidrolisando durante o processo e remanescendo no efluente final. 
Esses corantes são muito eficientes apresentando como 
características uma grande variedade de cor e uma boa solidez à 
lavagem, contudo quando descartados inadequadamente nos corpos 
d’agua podem causar sérios danos ambientais, por possuírem altos 
valores de DQO, DBO, pH e forte coloração e também propriedades 
carcinogênicas e mutagênicas que podem alterar os ciclos biológicos. 
Na literatura são descritos vários métodos que são utilizados para 
remover corantes de efluentes têxteis como, por exemplo, reagente 
fenton, ozonólise, métodos fotoquímicos, degradação eletroquímica, 
adsorção, filtração por membrana entre outros, contudo esses métodos 
possuem limitações, como o alto custo ou o longo tempo de processo.    
Atualmente destaca-se a utilização de enzimas da classe das 
oxidorredutases como peroxidases, livres ou imobilizadas, para 
degradação de corantes do efluente têxtil. Essas enzimas podem ser 
utilizadas em condições mais brandas de temperatura, um menor tempo 
de reação, apresentando boa eficiência de remoção de corantes e um 
menor custo em relação a outros processos. Entre as peroxidases mais 
utilizadas destaca-se a Horseradish peroxidase, que tem a capacidade de 
remover uma grande variedade de compostos aromáticos como corantes, 
fenóis, anilinas entre outros. 
Neste trabalho é proposto o tratamento enzimático e o reúso do 
efluente do processo de tingimento, utilizando 50% do efluente de 
tingimento, como forma de economizar água e energia. Também é 
proposto realizar uma lavagem enzimática no tecido, com enzima 
Horseradish peroxidase, para remover o corante não fixado à fibra, 
procurando obter padrões de coloração e solidez à lavagem desejados 
pelas indústrias. A grande vantagem desse reúso é realizar esse processo 
sem a adição de aditivos como sequestrantes e tensoativos, utilizar um 
curto tempo de reação, condições brandas de temperatura e pH neutro, 
utilizando ainda uma pequena quantidade de enzima e peróxido de 
hidrogênio.  
As enzimas livres podem ser utilizadas para degradar corantes 
com boa eficiência de remoção, no entanto podem apresentar algumas 
limitações para degradar grandes volumes de efluentes como: a perda da 
atividade, menor estabilidade térmica e variação do pH. Neste trabalho, 
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adicionalmente, é investigada a imobilização de enzima em diferentes 
suportes, visando estudar os melhores suportes para realizar a 
imobilização da enzima Horseradish peroxidase e verificar sua 
capacidade para remover corantes. 
A imobilização de enzimas pode apresentar várias vantagens 
como aumento da estabilidade, facilidade de purificação e recuperação e 
principalmente a possibilidade de reutilização. A imobilização pode ser 
realizada tanto em polímeros naturais como quitina, quitosana, ágar 
ágar, gelatina e alginato de cálcio, como também em polímeros 
sintéticos como PVA, nylon, silicone e poliuretano.  
Existem na literatura vários estudos utilizando enzimas 
imobilizadas em alginato de cálcio para degradar corantes com bons 
índices de remoção. Porém ainda não foi reportado um modelo 
númerico de transferência de massa que consiga prever os perfis de 
remoção de corante ao longo do tempo utilizando tanto a enzima livre 
quanto a enzima imobilizada. Neste trabalho é apresentado um modelo 
para avaliar a transferência de massa na cápsula de alginato e os perfis 
de remoção da enzima livre, determinando-se também as constantes 
cinéticas. 
A espuma de poliuretano também tem sido muito estudada como 
suporte de imobilização, principalmente por seu baixo custo e facilidade 
de preparação. Existem vários trabalhos descritos na literatura utilizando 
enzimas lipases imobilizadas em espuma de poliuretano para diversas 
aplicações. Porém praticamente não existem trabalhos que estudam a 
viabilidade desse polímero como suporte de enzimas como peroxidases 
para remoção de corantes reativos. Neste trabalho é proposto o estudo da 
viabilidade em utilizar espuma de poliuretano com peroxidase 
imobilizada para remover corantes reativos. 
A redução e o tratamento do grande volume de efluente é a 
melhor forma de reduzir o grande impacto ambiental causado por esses 
reagentes quando descartados nos cursos de água. Não se deve poupar 
esforços para encontrar alternativas que gerem não só uma economia de 
aditivos, água e energia, como também crie alguma vantagem 
competitiva nos produtos fabricados pela indústria têxtil  
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1.2. OBJETIVOS 
 
1.2.1. Objetivo Geral 
 
O objetivo deste trabalho é utilizar a enzima Horseradish 
peroxidase (HRP) para o reúso do efluente do processo de tingimento e 
o estudo da presença de mais de um corante em solução e realizar a 
imobilização da HRP em alginato de cálcio e espuma de poliuretano 
para degradação de corantes reativos. 
 
1.2.2. Objetivos Específicos 
 
 Avaliar o efeito sinergético que ocorre quando mais de um 
corante está presente em solução aquosa através de um 
planejamento 2
4
, para remoção destes corantes isolados e em 
dicromias e tricromias, variando pH, concentração de H2O2, 
concentração de corante e temperatura; 
 Estudar o reúso do efluente do processo de tingimento em 
laboratório e em escala piloto através das melhores condições 
obtidas nos estudos de remoção dos corantes em tricromia; 
 Analisar o tecido tingido e os lavados (lavagem química, 
enzimática, reúso) por testes de perda de cor e solidez à 
lavagem; 
 Imobilizar a enzima HRP em alginato de cálcio e espuma 
poliuretano e verificar o desempenho da mesma; 
 Caracterizar a enzima imobilizada em alginato de cálcio e 
espuma de poliuretano; 
 Utilizar as enzimas imobilizadas para remover corantes reativos 
de solução aquosa; 
 Propor um modelo numérico para representar a transferência de 
massa da enzima imobilizada na cápsula de alginato de cálcio; 
 Comparar os resultados obtidos com os trabalhos reportados na 
literatura. 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 
Neste capítulo é apresentada uma revisão dos principais tópicos 
abordados neste trabalho. Primeiro serão apresentados aspectos 
referentes à indústria têxtil como consumo de água, estrutura do algodão 
e dos corantes reativos e trabalhos reportados na literatura utilizando 
enzima peroxidase. Em seguida será reportada, com base em trabalhos 
da literatura, a imobilização de enzimas em alginato de cálcio e espuma 
de poliuretano e a remoção de corantes utilizando enzima livre e 
imobilizada. 
 
2.1. Indústria têxtil e o grande volume de água consumido 
 
O Brasil é o quinto maior parque têxtil do mundo sendo o quarto 
lugar na produção de confecção e o terceiro em malhas. A indústria 
têxtil brasileira possui várias vantagens em relação às indústrias têxteis 
de outros países principalmente por ser autossuficiente em fornecimento 
de algodão e na produção de fibras químicas (CNI, 2012). 
De acordo com Bezerra (2014), a indústria têxtil brasileira é 
concentrada principalmente nas regiões Sudeste (52,2%), Sul (28,3%) e 
Nordeste (15,6%). O estado de São Paulo participa do mercado têxtil 
nacional com uma contribuição de 41,0%, seguido por Santa Catarina, 
que tem uma participação de 19,4%.  
O processo produtivo da cadeia têxtil é composto de várias etapas 
desde a fiação, tecelagem, passando pela malharia e o beneficiamento 
(tinturaria, estamparia e lavanderia) (BEZERRA, 2014). Essas etapas 
são geradoras de grandes volumes de efluentes ricos em aditivos 
químicos como sais, sequestrantes, tensoativos, fixadores e corantes 
utilizados na etapa de tingimento. Os corantes são particularmente 
problemáticos porque quando descartados em corpos d`água podem 
causar sérios danos ambientais, Industrial Safety and Pollution Control 
Handbook (1995 apud BALAMURUGAN; THRUMARIMURUGAN; 
KANNADASSAN, 2011, p.6365).  
Devido às leis ambientais cada vez mais rigorosas, as indústrias 
têxteis investem em tecnologias sustentáveis como forma de diminuir os 
gastos e agregar valor ao produto final. A reutilização de materiais como 
retalhos vem sendo utilizada em muitas indústrias têxteis evitando que 
toneladas destes resíduos sejam descartados em aterros sanitários (CNI, 
2012).  
Segundo Hasanbeigi e Price (2015), vários esforços têm sido 
realizados com objetivo de aumentar a economia de água e energia. A 
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indústria têxtil é um dos setores industriais que mais consomem água em 
suas várias etapas. Estima-se que para produzir 1 kg de tecido sejam 
necessários 150 L de água (GUIA TÉCNICO AMBIENTAL DA 
INDÚSTRIA TÊXTIL, 2014).  
Além do grande volume de água consumido, muitas etapas do 
processo têxtil exigem água com controle mais rigoroso de qualidade, 
em outras uma água menos pura, variando conforme o processo. Na 
Tabela 1, são apresentados os limites de tolerância para utilização de 
água nos processos têxteis. 
 
Tabela 1- Limites de tolerância para utilização de água em processos 
têxteis. 
Processo 
Cor 
(uH) 
CaCO3 
(mg/L) 
Fe 
(mg/L) 
pH 
SS 
(mg/L) 
Engomagem 5,0 25,0 0,3 6,5-10 5,0 
Lavagem 5,0 25,0 0,1 3,0-10,5 5,0 
Branqueamento 5,0 25,0 0,1 2,0-10,5 5,0 
Tingimento 5,0 25,0 0,1 3,5-10 5,0 
Fonte: FIESP/CIESP (2012). 
 
Algumas indústrias já estão utilizando alternativas para minimizar 
esse grande consumo de água. Segundo Lima (2014 apud ABIT, 2014) 
em 10 anos o setor industrial têxtil conseguiu diminuir em até 90% a 
quantidade de água utilizada para produzir 1,0 kg de tecido.  
Além dessa redução estão sendo utilizadas outras alternativas, 
como o sistema Dye Clean que reaproveita a água residuária dos 
processos de tingimento de fibras celulósicas com corantes reativos, 
reciclando a água e diminuindo a quantidade de sal e auxiliares durante 
o processo.  
 
2.2. Fibra têxtil: Algodão 
 
Entre as fibras mais utilizadas pelas indústrias têxteis está o 
algodão, que é uma fibra natural, que se destaca principalmente por suas 
propriedades químicas e tintoriais (PICCOLI, 2008).  
De acordo com München et al. (2015), o algodão tem uma 
estrutura do tipo fibrilar e é conhecido por sua resistência mecânica, que 
é dada pelas ligações de hidrogênio na sua parte cristalina, pelo tamanho 
e pelo entrelaçamento das cadeias celulósicas. Na Figura 1, é 
apresentada a estrutura da cadeia celulósica. 
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Figura 1- Estrutura da cadeia celulósica. 
 
 
Fonte: Salem (2000, apud Twardokus, 2004, p. 30). 
 
 O algodão é composto por aproximadamente 90% de celulose, 
porém outras substâncias podem estar presentes em menor número, 
como proteínas, pectina, cinza, cera, podendo influenciar no tingimento 
(PICCOLI, 2008). O algodão possui em torno de 70 % de cadeias 
cristalinas e 30 % de regiões amorfas, no entanto somente as regiões 
amorfas absorvem os corantes. 
 Os grupos hidroxilas são os principais componentes da cadeia 
celulósica sendo responsáveis por muitas das propriedades associadas ao 
algodão. No processo de tingimento estes grupos se unem aos corantes 
reativos por meio de ligações covalentes em presença de pH elevados e 
eletrólitos (AHMAD et al., 2012). Na Figura 2, é apresentada uma 
representação esquemática do mecanismo de interação do corante 
reativo do tipo vinil sulfonato com a fibra celulósica. 
 
Figura 2- Representação esquemática do mecanismo de interação do 
corante reativo do tipo vinil sulfonato com a fibra celulósica. 
 
 
  Fonte: Weber (1993 apud Kunz et al., 2002, p. 79). 
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Na Figura 2 é possível observar uma representação da reação do 
grupo eletrofílico (reativo), vinilssulfona, com a adição do grupo 
hidroxila (OH)
-
 da fibra celulósica que acontece por meio de ligações 
covalentes em pH elevado. Este tipo de ligação confere uma maior 
estabilidade na cor do tecido tingido (GUARANTININI; ZANONI, 
2000). 
 
2.3. Corantes reativos 
 
A classificação dos corantes têxteis pode se dar tanto por sua 
estrutura química, quanto pela forma que se ligam à fibra. Os principais 
corantes utilizados na indústria são os corantes disperso, direto, à cuba, 
ácido, pré-metalizado, sulfurosos, branqueadores e o mais utilizado nas 
indústrias têxteis de todo mundo para o tingimento de fibra de algodão, 
os corantes reativos (GUARANTINI; ZANONI, 2000). 
Os corantes reativos constituem aproximadamente 12% da 
produção mundial dos corantes sintéticos comercializados e são muito 
utilizados na indústria têxtil para o tingimento de fibras de algodão. 
Essa classe de corantes possui um grupo reativo (por exemplo, 
vinil sulfona, clorotriazina), que se liga covalentemente à fibra durante o 
processo de tingimento, um grupo cromóforo responsável pela cor (por 
exemplo, antraquinona, azo, ftalocianina), grupos de ligação –NH, 
grupos auxiliares solubilizantes –SO3Na  que dissociam-se em íon 
sulfonato colorido e liberam o sódio na forma de cátion (BANSAL; 
SUD, 2013; PICCOLI, 2008; KIMURA, 2001). Na Figura 3, é 
apresentada a estrutura esquematizada de um corante reativo com um 
grupo cromóforo azo, um grupo reativo monoclotriazina, grupos 
solubilizante e grupos de ligação. 
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Figura 3- Representação dos grupos funcionais presentes nos corantes 
reativos. 
 
 
Fonte: Kimura (2001). 
 
2.3.1. Classificação dos corantes reativos 
 
Os corantes reativos podem ser classificados de acordo com sua 
estrutura química (antraquinona, azo etc.) ou com seu grupo reativo. Os 
grupos cromóforos e reativos mais utilizados serão apresentados a 
seguir. 
 
2.3.1.1. Grupos cromóforos  
 
2.3.1.1.1. Azo 
 
É a classe mais importante de corante, representa 50% dos 
corantes comerciais. Corantes azo são caracterizados pela ligação N=N, 
estrutura responsável pela riqueza de cor (LAU et al., 2014). Estes 
corantes são produzidos pela reação de acoplamento entre um sal de 
diazônio com anéis ativados de fenóis e arilaminas. As reações de 
acoplamento dos sais de diazônio são tipicamente substituições 
aromáticas, em que o íon diazônio positivamente carregado reage com o 
anel rico em elétrons do fenol ou de uma arilamina. Estes produtos são 
largamente utilizados como corantes principalmente por causa da 
conjugação estendida do sistema aromático π que faz com que estes 
compostos absorvam luz no visível (MURRY, 2005). Na Figura 4, é 
apresentada a estrutura do corante diazo Preto reativo 5. 
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Figura 4- Estrutura do corante diazo Preto reativo 5. 
 
 
 
Fonte: www.worlddyevariety.com/reactive-dyes 
 
2.3.1.1.2. Antraquinona 
 
É a segunda classe de corante mais utilizada, possui o grupo 
cromóforo antraquinona. Estes corantes são baseados na 9,10-
antraquinona, a qual é incolor. Para produzir corantes comerciais são 
utilizados doadores de elétrons como aminas e hidroxilas. Estes grupos 
podem ser introduzidos em uma ou mais posições (CAMPOS, 2010).   
Corantes de antraquinona têm recebido atenção, principalmente 
por causa do sistema elétron π conjugado, boas propriedade óticas e 
estabilidade térmica, que permitem que estes corantes sejam utilizados 
em diversas aplicações como dispositivos fotônicos (PRAMODINI; 
POORNESH, 2014). Na Figura 5, é apresentada a estrutura do corante 
de antraquinona Azul reativo 19. 
 
Figura 5- Estrutura do corante antraquinona Azul reativo 19. 
 
 
 
Fonte: www.worlddyevariety.com/reactive-dyes 
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2.3.1.2. Grupos Reativos 
 
Os grupos reativos podem ser do tipo triazina, vinil e pirimidina. 
Existem corantes que apresentam mais de um grupo na mesma molécula 
podendo ser bi, tri e polifuncionais.  
De acordo com os grupos ligados na molécula do corante este 
recebe uma denominação como remazol (grupos ligantes SO3 ligados 
numa molécula de vinil obtendo um composto vinilssulfona) 
(KIMURA, 2009). Na Figura 6, são apresentados os principais grupos 
reativos utilizados no tingimento de fibras celulósicas. 
 
Figura 6- Principais grupos reativos utilizados no tingimento de fibras 
celulósicas. 
 
Fonte: Kimura (2001). 
 
2.4.  Enzimas  
 
Enzimas são macromoléculas de origem proteica que catalisam 
uma série de reações biológicas. A especificidade das enzimas é maior 
do que qualquer catalisador químico já criado pelo homem. 
A atividade enzimática é o quanto efetiva uma enzima é como 
catalisador. A atividade está relacionada com o formato tridimensional 
da proteína, especificamente com seu sítio ativo que é a parte da enzima 
responsável pela catálise. Toda enzima possui um sitio ativo, esse 
contém aminoácidos cujas cadeias laterais formam uma superfície 
tridimensional complementar ao substrato (NELSON; COX, 2000). Em 
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alguns estudos é possível observar através da difração de raio X a parte 
onde o substrato se liga. Na Figura 7, é apresentada uma representação 
esquemática da estrutura cristalina da Horseradish peroxidase obtida 
através de difração de raio X, o grupo heme é mostrado no centro e em 
vermelho é apresentado o átomo de ferro, as esferas pretas são íons 
cálcio. 
 
Figura 7- Representação esquemática da estrutura cristalina da 
Horseradish peroxidase obtida através de difração de raio X. 
 
 
Fonte: http://chemwiki.ucdavis.edu/Biological_Chemistry/Catalysts/Case_ 
Studies/Horseradish_Peroxidase 
 
A União Internacional de Bioquímica e Biologia Molecular 
(IUBMB) classificam as enzimas em seis grandes classes, e cada uma 
dessas em subclasses de acordo com o tipo de reação catalisada. 
 As enzimas são classificadas em transferases, que catalisam 
reações de transferências de grupos como acila, açúcares, fosforiza;  
hidrolases, que catalisam hidrólises de ligações;  liases, que catalisam 
reações de adição, geralmente com HX a dupla ligação;  isomerases, que 
catalisam transferência de grupos dentro da molécula produzindo 
isômeros; ligases, que catalisam a formação de ligações C-O, C-S, C-C e 
de ésteres de fosfato e oxirredutases, que são enzimas que catalisam 
reações através da transferência de elétrons, ou seja, reações de 
oxirredução (NELSON;COX, 2000). 
Neste trabalho foi utilizada uma enzima da classe das 
oxidorredutases, mais especificamente a peroxidase, que é uma das 
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enzimas mais utilizadas atualmente para realizar degradação de 
efluentes contendo compostos aromáticos entre outras aplicações. 
 
2.4.1 Peroxidases 
 
Peroxidases são enzimas da classe das oxidorredutases 
produzidas por um grande número de micro-organismos e plantas. Essas 
enzimas catalisam uma série de reações biológicas, porém todas 
requerem a presença de H2O2 (SI; CUI, 2013). Devido à grande 
estabilidade, as peroxidases possuem a capacidade de degradar uma 
ampla variedade de compostos entre estes se destacam os corantes 
(ŠEKULJICA et al., 2015) e os fenóis (ALEMZADEH; NEJATI, 2009).  
As peroxidases classificam-se em duas superfamílias: as 
derivadas de plantas e de animais. A superfamília planta peroxidase 
também pode ser dividida em três subclasses, a classe I formada por 
peroxidases intracelulares, a classe II por peroxidases fúngicas e a classe 
III pelas plantas peroxidases, sendo a Horseradish peroxidase o 
exemplo mais conhecido (HUSAIN, 2012;VEITCH, 2004). 
A Horseradish peroxidase ou também denominada peroxidase da 
raiz forte (HRP, EC 1.11.1.7) tem sido utilizada na remoção de 
contaminantes aromáticos aquosos, principalmente porque ela mantém 
sua atividade sobre uma ampla gama de pH e temperatura. Uma vez 
ativada por peróxido de hidrogênio, HRP pode catalisar a oxidação uma 
variedade de compostos tóxicos incluindo compostos aromáticos, fenóis, 
bifenois, anilinas, benzidinas e compostos heteroaromáticos (GUELLI; 
FORGIARINI; ULSON DE SOUZA, 2007; WAN et al., 2012). 
Segundo Córdoba, Magario e Ferreira (2012) o ciclo catalítico da 
enzima HRP ocorre em três etapas, conforme apresentado na Figura 8. 
Na primeira etapa do ciclo a enzima na forma férrica é oxidada pelo 
H2O2, formando um intermediário (Composto I), a enzima oxidada é 
então reduzida à sua forma nativa (Composto II) formando um radical 
livre. Na última etapa a transferência de elétrons entre substrato e 
enzima faz com que essa retorne a sua forma inicial (Composto III).   
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Figura 8- Ciclo catalítico da peroxidase. 
 
 
   
Fonte: http://chemwiki.ucdavis.edu/Biological_Chemistry/Catalysts/Case_ 
Studies/Horseradish_Peroxidase 
 
Segundo Wang, Si e Zhao (2012), oxidases não específicas como 
peroxidases têm grande potencial em muitos processos industriais, tais 
como branqueamento de polpa de papel, funcionalização, 
biorremediação, aplicações na indústria têxtil e biotecnológicas. 
Existem vários trabalhos reportados na literatura sobre o uso de 
peroxidases solúveis de diversos tipos de fontes vegetais, fúngicas e 
animais para remover corantes de diversas classes com eficiência e na 
maioria dos casos em tempos relativamente baixos de reação. Na Tabela 
2, é apresentado um resumo de alguns dos principais trabalhos 
encontrados na literatura. 
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Tabela 2 - Resumo de trabalhos da literatura de remoção de corante 
com peroxidase. 
Referência 
Enzima 
peroxidase 
Corante pH 
tempo 
(min) 
D (%) 
Silva et al. 
(2013 a) 
Peroxidase 
da soja 
Azul remazol 
brilhante R 
 
6,0 13,0 86,0 
Chiong et al. 
(2016) 
Peroxidase 
da soja 
Alaranjado 
de metila 
5,0 60,0 81,4 
Jamal; Pandey; 
Qidwai (2010) 
Planta 
Trichoshes 
diocia 
Vermelho 
disperso 19 
Preto 
disperso 9 
4,0 60,0 
79,0 
60,0 
Yousefive; 
Hamid-Reza 
(2010) 
Fungo 
Coprinus 
cinereus 
Ácido laranja 
7 
9,0 1,0 100,0 
Šekuljica et al.  
(2015) 
HRP 
Ácido Azul 
225 
Ácido violeta 
109 
5,0 
4,0 
32,0 
15,0 
89,4 
94,7 
Ma et al.   
(2014) 
Fungo 
Ganoderma 
sp. En3 
Laranja 
reativo 16 
5,0 5760,0 95,0 
Córdoba; 
Magario;  
Ferreira (2012) 
HRP Laranja II 
9,0 
60,0 92,0 
 
2.4.1.1. Degradação de corantes com enzimas: um estudo dos 
subprodutos 
 
Existem na literatura muitos trabalhos sobre degradação de 
corantes com enzimas de diversas fontes vegetais, animais e fúngicas, 
além de trabalhos utilizando bactéria e outros micro-organismos. Os 
mecanismos de degradação enzimática de corante reativo ainda não são 
bem descritos, porém vêm crescendo o interesse em elucidar os 
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mecanismos das reações enzimáticas, especialmente por causa da 
toxicidade dos produtos resultantes.  
Silva
 
et al. (2012 b) realizaram a descoloração do corante de 
ftalocianina azul reativo 21 (RB 21) utilizando a peroxidase do nabo, foi 
obtida uma degradação de 57% em 50 min de contato. A reação foi 
estudada e os autores propuseram um esquema de degradação do corante 
RB 21, através da apresentação dos metabólitos obtidos por 
espectroscopia de massa. Segundo os autores ocorre a quebra das 
ligações Cu-N do anel do complexo metálico, resultando em dois 
metabólitos. Nesse processo foi observado um aumento da toxicidade, 
que provavelmente ocorre devido à liberação do Cu
2+ 
em solução. Na 
Figura 9, é apresentado o esquema de degradação do corante RB 21 pela 
enzima peroxidase do nabo. 
 
Figura 9- Esquema de degradação do corante Azul 21 pela peroxidase 
do nabo. 
 
 
 
Fonte: Silva et al. (2012 b). 
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Corantes que contém cobre em sua estrutura são amplamente 
utilizados nas indústrias têxteis. No estudo de Silva et al. (2012 b) foi 
observado que com a ruptura do anel ocorre a liberação do metal tóxico 
Cu
2+ 
em solução. Porém, os autores ressaltam que o cobre presente no 
efluente final não seria um problema, uma vez que o cobre pode ser 
facilmente removido por precipitação. 
Corantes são estruturas complexas que em presença de enzima 
podem gerar vários intermediários como demostrado no estudo realizado 
por Goszczynski et al. (1993), que realizou a degradação de diferentes 
compostos orgânicos tóxicos e perigosos ao meio ambiente, inclusive 
corantes azo, utilizando fungo da decomposição branca. Após estas 
remoções foram encontrados 12 metábolitos, sendo que a clivagem 
assimétrica deu origem a quinona e diazeno, já a clivagem simétrica 
resultou na formação de monoimina, quinona e derivados nitrosos. Os 
intermediários instáveis foram submetidos a processo redox fornecendo 
11 novos produtos e amônia. 
MC Mulan (2001 apud SINGH; SINGH; SINGH, 2015, p. 27) 
realizaram a degradação de corante azo sulfonado. Foi proposto o 
mecanismo de decomposição do corante. Os compostos apresentados 
em parênteses não foram identificados, porém não deixaram de ser 
essenciais para explicar o mecanismo de degradação destes corantes. Na 
primeira etapa R1=R2=B= grupo carboxila, na segunda etapa R1= H, R2= 
OCH e B= NH. [2 a] 2,6- dimetil-1,4-benzoquinona, [4a] ácido 4-
nitrobenzeno sulfônico, [6 b] metoxi-hidroquinona, [7b] 2-metoxi-4-
aminofenol, [8a] ácido sulfanílico, [8b] sulfonilamida, [9a] ácido 4-
hidroxibenzeno-sulfônico, [9b] 4-hidroxi-benzeno-sulfanilamida, [10 a] 
ácido benzeno-sulfônico, [10b] benzeno-sulfonamida, [11a] ácido 4-(4-
hidroxi-fenil-azo) benzeno sulfônico, [12] amônia. Na Figura 10, é 
apresentado o mecanismo de degradação de corante azo sulfonato por 
peroxidase. 
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Figura 10- Mecanismo de degradação do corante azo sulfonato por 
peroxidase.
 
Fonte: MC MULAN (2001 apud SINGH; SINGH; SINGH, 2015, p. 27) 
 
Entre os principais grupos presentes nos subprodutos de 
degradação pode-se destacar as quinonas, que já tinham sido descritas 
como subproduto no trabalho de Goszczynski et al. (1993). As quinonas 
são substâncias orgânicas derivadas do benzeno, naftaleno e antraceno. 
A benzoquinona apresenta duas carbonilas em um anel insaturado de 
seis átomos de carbono em posições orto ou para. Alguns integrantes 
deste grupo apresentam alto poder redox, participando em reações 
enzimáticas e não enzimáticas e formando como subproduto de redução 
derivados da hidroquinona. Esses subprodutos podem ser tóxicos ou 
reagir com oxigênio molecular formado um radical superóxido e dando 
origem a um novo ciclo (SOUSA, 2012).  
Também presentes entre os subprodutos de degradação os 
derivados do ácido sulfônico e sulfanoamida são compostos 
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antimicrobianos muito utilizados na medicina como antibióticos. Como 
possuem alta solubilidade em água, são pouco absorvidos por materiais 
sólidos, além de serem resistentes à foto e termo degradação 
(CARVALHO, 2013).  
Apesar das peroxidases serem utilizadas em muitos estudos de 
remoção de corantes, estas enzimas ainda exibem algumas limitações 
para tratar grandes volumes de efluentes, como por exemplo, a inibição 
da atividade, estabilidade térmica, ataque por proteases e até mesmo o 
custo do biocatalisador (GHOLAMI-BORUJENI et al., 2011; AKHTAR 
et al., 2005; SILVA
 
et al., 2013). 
 
2.4.2. Imobilização de enzimas 
 
  A imobilização de enzimas consiste no confinamento da enzima 
num suporte (MENDES et al., 2011). Este processo possui uma série de 
vantagens tais como aumento da estabilidade (temperatura e pH), 
facilidade de purificação, recuperação e reutilização do biocatalisador, 
proteção contra desnaturação, possibilidade de operação contínua do 
processo, facilidade de interrupção da reação e redução de custos 
(MOHAMED et al., 2013; NOREEN et al., 2016; BILAL et al., 2016; 
MENDES et al., 2011). Apesar das vantagens existentes na imobilização 
de enzimas, esse processo pode apresentar algumas desvantagens como 
a mudança da conformação da enzima, o custo de alguns suportes e a 
perda de atividade e estabilidade Enquanto que em alguns processos é 
observado um aumento na estabilidade enzimática em outros há uma 
diminuição, porém não existe uma regra para todas as enzimas 
(ARROYO, 1998; MENDES, 2009; FRAMPTON; ZELISKO, 2014). 
A escolha do método adequado de imobilização depende do tipo 
de enzima e de outros fatores como custo do procedimento, substrato 
utilizado, características de regeneração e inativação, toxicidade dos 
reagentes, tipo de reações e as configurações do reator (DALLA-
VECHIA; NASCIMENTO; SOLDI, 2004; MALCATA et al., 1990; 
MENDES, 2009). 
A imobilização de enzimas pode ser realizada tanto em polímeros 
naturais quanto em sintéticos. Entre os polímeros naturais destacam-se a 
imobilização de enzimas em alginato de cálcio (PREETHI et al., 2013; 
GHOLAMI-BORUJENI et al., 2011; RICHETTI et al., 2012), quitosana 
(KARIN et al., 2012) e ágar ágar (BILAL et al., 2016 c). Entre os 
polímeros sintéticos vêm crescendo o interesse pelo uso do poliuretano 
(MALANI et al., 2013; CIPOLLATI et al., 2015; NICOLETTI et al., 
2015) principalmente por ser um suporte de baixo custo e fácil obtenção. 
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Existem vários métodos possíveis de imobilizar enzimas. Entre os 
mais conhecidos estão os de ligação a um suporte sólido por adsorção 
física e iônica e ligação covalente. A enzima também pode se ligar a um 
suporte por ligação cruzada ou confinamento, processo em que se 
destaca a encapsulação, conforme apresentado na Figura 11 
(NICOLETTI, 2015). 
 
Figura 11- Métodos de imobilização de enzimas. 
 
Fonte: Gulrajani e Gupta (2011), Santos (2003) e Reis (2012). 
 
 O método de imobilização por adsorção é o mais simples e mais 
utilizado principalmente pela baixa alteração na estrutura da enzima. 
Nesse método a enzima é estabilizada por ligações de baixa energia e 
ligada ao suporte por meio de interações fracas de Van der Waals, 
ligações de hidrogênio ou ligações iônicas. Uma das desvantagens desta 
técnica é a possibilidade de acontecer a dessorção da enzima do suporte 
(DALLA-VECHIA; NASCIMENTO; SOLDI, 2004; MENDES et al., 
2011). Na imobilização por ligação iônica a enzima se une ao suporte 
por ligações eletrostáticas. Este método é semelhante ao de adsorção 
física. 
Na imobilização por ligação covalente, que pode se dar no 
suporte ou por ligação cruzada entre enzima e suporte, as ligações 
formadas são mais longas e duradouras (WU et al., 2015). Segundo 
Mendes et al. (2011), este método baseia-se na reação entre os grupos 
reativos do suporte com os grupos nucleofílicos da enzima.  
Monier et al. (2010), realizaram a imobilização da enzima 
Horseradish peroxidase em cápsulas de quitosana modificada utilizando 
o método de ligação covalente, sendo obtido até 98,4% de imobilização 
e uma atividade relativa maior, quando comparada a enzima livre. 
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 Outro método de imobilização de enzimas é o de 
encapsulamento ou microencapsulamento, que consiste em confinar um 
biocatalisador em uma cápsula. Segundo Dalla-Vechia; Nascimento; 
Soldi (2004), a enzima é delimitada por uma membrana porosa ficando 
protegida de fatores degradantes. De acordo com os autores, como 
enzimas são moléculas grandes, elas não conseguem se difundir através 
da membrana como moléculas pequenas de substrato e produtos. Esta 
membrana semipermeável permite que substâncias de baixa massa 
molar se difundam através dela e por isso este processo é muito utilizado 
para liberação controlada de fármacos, aromas, fragrâncias entre outros.  
Reis (2012) realizou o encapsulamento da papaína em 
microcápsulas de gelatina e goma arábica para auxiliar na liberação 
controlada de óleo de hortelã e de jojoba. Foi constatado que o hortelã 
afetou em até 85% a atividade da enzima. O mesmo comportamento não 
foi observado para o óleo de jojoba. 
 
2.4.2.1. Alginato 
 
Alginatos são polissacarídeos encontrados em certas bactérias 
como Azotobacter vinelandii, Pseudomonas aeuruginosa e na parede 
celular de algas castanhas, sendo estas muito utilizadas comercialmente 
(SANTOS, 2012). Estruturalmente estes polímeros naturais são lineares 
compostos por ácido D-manurônico e por seu epímero ácido L-
glutarônico ligados por ligações glicosídicas 1-4 (SANTOS, 2012; 
FUENZALIDA et al., 2016). Esses polissacarídeos têm sido muito 
estudados para imobilizar enzimas e micro-organismos, principalmente, 
por serem biodegradáveis não-tóxicos e ainda devido a suas 
propriedades estabilizantes, capacidade de modificar a viscosidade dos 
sistemas aquosos e de formar gel na presença de certos cátions 
divalentes como cálcio, bário e estrôncio {BRACCINI E PÉREZ (2001 
apud Wang et al., 2014, p.1683); FUENZALIDA et al., 2016}. 
O alginato de cálcio é um dos suportes mais utilizados para 
imobilizar enzimas. Geralmente a formação de gel se dá na presença de 
íons Ca
2+
 e é muito comum gotejar a solução de alginato de sódio com a 
enzima em uma solução de CaCl2 para obter as cápsulas de alginato de 
cálcio. Na presença destes íons em grandes quantidades ocorre a 
formação do gel necessário para formação das cápsulas. 
De acordo com Santos (2012), os alginatos devem ser 
armazenados a temperaturas menores que 25 ºC, visto que a viscosidade 
diminui com o aumento da temperatura e temperaturas elevadas podem 
causar a despolimerização desses polissacarídeos. Em relação ao pH o 
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autor esclarece que a viscosidade do alginato não é alterada numa escala 
de pH 5-10 e que existe uma relação entre pH e massa molecular. 
Quanto menor a massa molecular, mais estável a solução de alginato 
será a baixos valores de pH. Na Figura 12 é apresentada a estrutura do 
alginato . 
 
Figura 12- Estrutura do alginato. 
 
 
Fonte: Kawaguti e Sato (2008). 
 
Enzimas imobilizadas em alginato de cálcio tem sido muito 
utilizada para remover corantes de difícil degradação como corantes 
reativos, com um aumento da sua estabilidade e altos índices de 
remoção se comparado à enzima livre (BILAL; ASGHER, 2015 c). 
Gholami-Borujeni et al. (2011) realizaram a remoção de corantes ácido 
laranja 7 e azul 25, utilizando HRP imobilizada em alginato de cálcio. 
Foi obtida uma remoção de 75% e 84% para o laranja 7 e para o azul 25 
respectivamente em 90 min de reação. 
Resultado semelhante foi obtido por Preethi et al., 2013, que 
também avaliaram a remoção de corante ácido, o azul 113 utilizando a 
enzima HRP imobilizada em alginato de cálcio, foi obtida uma 
degradação de 76% obtida em 240 min de reação.  
Bilal e Asgher (2015 c) realizaram a remoção de corantes reativos 
utilizando a manganês peroxidase imobilizada em alginato de c, em que 
foram obtidas remoções de 87,5, 82,1, 89,4, 95,7 e 83,0 %, 
respectivamente, para os corantes vermelho reativo 195, azul reativo 21, 
Sandal-fix Foron Blue E2BLN, mistura de corantes, amarelo reativo 145 
após 12 h de reação. 
Boucherit; Abouseoud e Adour (2013) avaliaram a remoção do 
corante amarelo direto 106 utilizando peroxidase imobilizada em 
alginato de cálcio. A máxima descoloração obtida foi de 75% em 15 min 
de reação. 
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2.4.2.2. Espuma de poliuretano (EPU) 
 
Poliuretanos são polímeros sintetizados através da reação de um 
derivado do isocianato com um poliol. Na Figura 13, é apresentada a 
reação de formação do poliuretano. Segundo Vilar (2014) entre os 
polióis mais utilizados para síntese dos EPUs estão os polióis poliéteres 
que são derivados de poli (óxido de propileno/etileno). Já entre os 
isocianatos mais utilizados encontra-se o tolueno diisocianato (TDI) que 
é geralmente comercializado na mistura de isômeros 2,4 e 2,6 nas 
proporções 80/20 (TDI 80/20), 65/35 (TDI 65/35), ou puro (TDI 100). 
(VILAR, 2014) 
 
Figura 13- Reação de formação do poliuretano. 
 
 
Fonte: Elaborado pela a autora. 
 
Espumas de poliuretano são caracterizadas principalmente por 
possuírem biocompatibilidade, estabilidade química, propriedades 
mecânicas (alta resistência e elasticidade), flexibilidade, durabilidade, 
além do baixo custo associado a esse material (LI et al., 2011; CUI et 
al., 2013, NICOLETTI, 2015). Esses compostos possuem uma alta 
porosidade e ampla absorção em sua superfície o que poderia reduzir a 
resistência à difusão e a transferência de massa (CUI et al., 2013).  
A versatilidade dos poliuretanos é analisada em uma série de 
estudos descritos na literatura que utilizam este polímero com enzimas 
de diversas classes imobilizadas, como o estudo realizado por Haven e 
Rase (1993) para degradar pesticida utilizando enzima da classe das 
hidrolases imobilizadas em poliuretano. Pode ser observado que o 
poliuretano foi capaz de reduzir significativamente a quantidade de 
ingrediente ativo na formulação comercial estudada.  
O poliuretano também pode ser utilizado em aplicações 
farmacêuticas como o estudo realizado por Fritzen-Garcia et al. (2013), 
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que imobilizaram a Horseradish peroxidase em nanopartículas de 
poliuretano peguilhado (PEG-PU) para detecção de dopamina. Foi 
observada uma recuperação de dopamina de 93 a 107% e uma retenção 
da atividade de 50% após 50 dias de armazenamento.  
Esses polímeros também podem ser utilizados em sínteses 
orgânicas como a realizada por Quezada Carballeira e Sinisterra (2012) 
que realizaram a imobilização da Diplogelasinospora grovesii IMI 
171018 em EPU para a redução estereosseletiva de cetonas. O 
biocatalisador foi reutilizado até 18 vezes e manteve 90% de sua 
estabilidade. Nicoletti et al. (2015), realizaram a imobilização da lipase 
de Candida antarctica em poliuretano, para produção do éster derivado 
do geraniol. Foram testados vários tipos de imobilizações e a maior 
conversão de 83% foi obtida em 24 h utilizando a técnica de lipase 
imobilizada ao suporte por adsorção. 
Na literatura, destacam-se alguns estudos utilizando micro-
organismos imobilizados em poliuretano para degradar corantes 
industriais. Lade Govindwar e Paul (2015) avaliaram a degradação do 
corante vermelho congo e de efluente real utilizando um consórcio 
microbiano imobilizado em poliuretano. Foi obtida uma remoção 
completa do corante vermelho congo em pH 7,5 em 12 h de reação a 
temperatura de 30 ºC e uma remoção de 50% para o efluente real nas 
mesmas condições, porém em 20 h de reação. 
Casieri et al. (2008) realizaram a degradação dos corantes 
vermelho reativo 243 (R 243), azul brilhante remazol R (RBBR) e azul 
reativo 49 (B 49) utilizando os fungos Trametes pubescens e Pleurotus 
ostrealus, imobilizados em cubos de poliuretano em um biorreator. Ao 
longo de 5 ciclos foi observada uma remoção de 97-98% para os 
corantes (RBBR e B49) e 65% para o corante R 243. 
A partir destas considerações, neste trabalho será realizado um 
reúso do efluente do processo de tingimento. Existem na literatura 
diversos estudos da reutilização do efluente por via enzimática, porém 
em nenhum desses trabalhos há uma preocupação em realizar 
melhoramento no substrato têxtil, agregando valor ao produto final e 
ainda realizando uma economia de água e energia.  
Outro estudo realizado será um estudo estatístico do efeito da 
presença de mais de um corante em solução, existem alguns trabalhos 
descritos na literatura que destacam um aumento na eficiência de 
degradação de corantes, quando existe uma mistura de corantes, mas 
nenhum estudo tenta propor uma explicação.  
Adicionalmente foi realizado um estudo exploratório de 
viabilidade de imobilização da enzima Horseradish peroxidase em 
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alginato de cálcio e espuma de poliuretano para remover corantes 
reativos.  
Para as cápsulas de alginato de cálcio foi desenvolvido um 
modelo matemático para representar os perfis de remoção de corante ao 
longo do tempo, tanto para sistema com enzima livre quanto para o 
sistema com enzima imobilizada. Ainda não existe na literatura um 
modelo matemático considerando a transferência de massa que ocorre 
nas cápsulas de alginato, sendo estes aspectos apresentados 
contribuições inéditas deste trabalho. 
 
3. MATERIAIS E METÓDOS 
 
A apresentação dos materiais e métodos utilizados neste trabalho 
é dividida em duas partes. Na parte 1 são apresentadas as metodologias 
referentes ao estudo do efeito da presença de mais de um corante em 
solução aquosa e a reúso do efluente do processo de tingimento. Na 
parte 2 são apresentadas as metodologias referentes à remoção de 
corantes com a Horseradish peroxidase imobilizada em alginato de 
cálcio e espuma de poliuretano e um modelo matemático, para enzima 
livre e imobilizada em alginato de cálcio, para determinar os parâmetros 
cinéticos e coeficiente de transferência de massa. 
 
Os estudos da presença de mais de um corante em solução foram 
realizados para avaliar a influência que um corante exerce sobre os 
outros, avaliando os corantes de forma isolada e em mistura de dois 
(dicromia) e três corantes (tricromia) e para obter as condições ótimas 
para os estudos de reúso do efluente de tingimento e para os testes em 
escala piloto. Foram realizados planejamentos experimentais do tipo 
estrela 2
4 
com pontos axiais para avaliar todos os fatores que 
influenciam em uma reação enzimática. Avaliou-se concentração de 
enzima, de peróxido de hidrogênio, de corante e pH, obtendo-se como 
resposta a descoloração do corante. A representação esquemática dos 
estudos da presença de mais de um corante em solução estão 
apresentados na Figura 14. 
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Figura 14- Representação esquemática dos estudos da presença de um 
ou mais corantes em solução. 
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PARTE EXPERIMENTAL I- ESTUDO DO EFEITO DA 
PRESENÇA DE MAIS DE UM CORANTE EM SOLUÇÃO 
AQUOSA E REÚSO DO EFLUENTE DO PROCESSO DE 
TINGIMENTO 
 
Nesta parte são apresentados os reagentes, equipamentos e 
metodologias utilizados neste trabalho para estudar o efeito de mais de 
um corante presente em solução e em seguida o reúso do efluente do 
processo de tingimento. Todos os experimentos foram realizados em 
triplicata de experimentos. 
 
3.1. Materiais 
  
3.1.1. Corantes  
 
Para o desenvolvimento desta parte do trabalho foram utilizados 
os corantes Azul Reativo 221 (RB 221), Azul Reativo 198 (RB 198), 
Vermelho Reativo 195 (RR 195), gentilmente cedido pela empresa 
Malwee e Amarelo Reativo 145 (RY 145), gentilmente cedido pela 
empresa Karsten. Os estudos foram conduzidos utilizando os corantes 
isolados, em dicromias e tricromias, visando avaliar a existência de 
efeito sinérgico entre os corantes. Na Figura 15 são apresentadas as 
estruturas químicas, o CAS (número de registro dos corantes) e as 
massas molares dos corantes estudados neste trabalho. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
62 
 
 
 
Figura 15- Estrutura química dos corantes utilizados neste trabalho. 
 
Azul reativo 198 (RB 198) 
CAS: 124448-55-1 
Massa molar: 1304,80 g/mol 
Azul reativo 221 (RB 221) 
CAS: 93051-41-3/89933-65-3 
Massa molar: 1082,83 g/mol 
  
Amarelo reativo 145 (RY 145) 
CAS: 93050-80-7 
Massa molar: 1026,25 g/mol 
Vermelho reativo 195 (RR 195) 
CAS: 93050-79-4 
Massa molar: 1136,32 g/mol 
  
Fonte: www.worlddyevariety.com/reactive-dyes 
 
3.1.2. Substrato Têxtil  
 
O substrato têxtil utilizado foi o tecido de malha de algodão com 
gramatura de 149 g/m
2
, pré-alvejado, cedido pela empresa Malwee. Em 
todos os estudos laboratoriais foram utilizados 10 g de tecido.  
 
3.1.3. Enzima  
 
A enzima utilizada foi a Horseradish peroxidase (HRP) com 
atividade declarada, pela empresa Toyobo, de 8,2 kU/g, gentilmente 
doada pela Toyobo do Brasil (2013). As principais características dessa 
enzima são apresentadas na Tabela 3. 
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Tabela 3- Propriedades da enzima Horseradish peroxidase. 
Estabilidade 
Estável em – 20 ºC 
(por pelo menos 1 ano) 
Massa molar Aproximadamente 40.000 gmol
-1 
pH ótimo 6-7 
Temperatura ótima 45 ºC 
Estabilidade em pH 5-10 (25 ºC, 20 h) 
Estabilidade térmica Abaixo 50 ºC (pH 6, 10 min) 
Fonte: Toyobo do Brasil (2013) (Apêndice A). 
 
3.1.4. Equipamentos  
 
Os equipamentos utilizados nesta parte do trabalho foram:  
 
Agitadores magnéticos: Dist;  
Banho Dubnoff: Dist;  
Balança analítica: Micronal AB204-S;  
Espectrofotômetro: Shimadzu UV mini-1240;  
Fourlard: Mathis FVH;  
pHmetro: Quimis;  
Rama: Mathis, LTE-S-B;  
Tingimento em canecos: Mathis, ALT - I - B até 135 °C.  
 
3.1.5. Reagentes  
 
Os reagentes utilizados nesta parte do trabalho foram: 
 
 Ácido cítrico (Nuclear); 
 2,2'- Ácido Azino-bis [3-etilbenzotiazolino-6-sulfônico 9] 
(ABTS) (Sigma Aldrich);  
 Barrilha (Carbonato de sódio) (Vetec); 
 Fosfato de potássio monobásico (Vetec); 
 Fosfato de sódio dibásico (Vetec); 
 Peróxido de hidrogênio 130 V, 35% (Lafan); 
 Sulfato de sódio (Quimis); 
 Tensoativo não-iônico EM8007 (Malwee). 
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3.2. Métodos  
 
3.2.1. Determinação da atividade enzimática da Horseradish 
peroxidase (HRP)  
 
A atividade enzimática foi determinada conforme metodologia 
modificada de Wu et al. (1997). Na Equação 1 é apresentada a equação 
de formação do cátion ABTS
+.
, que é oxidado pela enzima na presença 
de H2O2, formando o cátion ABTS
+
.  
 
                                                                                   
 A atividade da enzima Horserdish peroxidase foi determinada 
utilizando 0,255 mL de solução de ABTS 20 mmol/L; 0,255 mL de 
peróxido de hidrogênio (H2O2) 10 mmol/L; 0,300 mL de extrato 
enzimático 1,000 mmol/L; 2,190 mL de tampão citrato-fosfato ou 
fosfato (0,05 mol/L). Todas as soluções foram preparadas em tampão no 
pH utilizado em cada reação. Todos os reagentes foram colocados 
separadamente em um banho Dubnoff a 30 ºC por 10 min para 
uniformizar a temperatura e em seguida foram mensurados e 
adicionados em uma cubeta, para então serem acompanhados durante 5 
min em um espectrofotômetro a 420 nm (                
  
l/(mol/L.cm)) (JOHANNES; MAJCHERCZYK, 2000). A atividade 
enzimática (A) foi calculada conforme a Equação 2. 
 
 
tV
V
mLUA
extratoABTS
totalAbs

610
/

  (2) 
 
Em que  ,       ,             ,          e   são, 
respectivamente, atividade enzimática, volume total de solução na 
cubeta (mL), variação de absorbância (final – inicial), coeficiente de 
extinção molar para o ABTS a 420 nm, volume de extrato enzimático 
utilizado na reação (mL) e tempo de reação (min).  
Uma unidade de atividade enzimática (U) foi definida como a 
quantidade de enzima que converte 1 μmol de ABTS em seu radical 
cátion por minuto. 
3.2.2.  Estudos de degradação enzimática e efeito da presença de 
mais de um corante em solução 
(1) 
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Os estudos de degradação enzimática e estudo da presença de 
mais de um corante em solução foram conduzidos segundo a 
metodologia da superfície de resposta através de um planejamento 
experimental estrela 2
4
 utilizando como ferramenta o programa 
computacional STATISTICA 10. O planejamento experimental foi 
realizado para avaliar todas as variáveis que afetam o processo de 
degradação enzimática. As variáveis selecionadas foram concentração 
de enzima, de corante, de peróxido de hidrogênio e pH (Tabela 4) e a 
resposta obtida foi a remoção do corante em porcentagem. Os valores de 
cada variável utilizada no planejamento foram definidos a partir de 
testes preliminares. O tempo reacional foi previamente definido através 
de cinética e a temperatura de degradação de corantes reativos pela HRP 
é descrita em vários trabalhos da literatura (FARIAS, 2013). 
Estes estudos foram realizados em tubos de ensaio em banho 
Dubnoff  a 130 rpm contendo 0,40 mL de solução de H2O2, 0,10 mL de 
extrato enzimático, os corantes (1,50 mL) e tampão citrato ou fosfato 
0,05 mol/L
 
(1,20 mL). Todos os ensaios foram realizados durante 30 
min a 30 ºC. Nos controles reacionais foram empregados todos os 
reagentes com exceção do H2O2 que foi substituído por tampão.  
Nos estudos da presença de mais de um corante em solução, nas 
dicromias foi utilizada a metade de cada corante, por exemplo para a 
concentração 40,00 mg/L foi utilizado (20,00 mg/L de um corante + 
20,00 mg/L de outro corante) e nos estudos de tricromia a concentração 
foi dividida em três. Todas as outras concentrações foram mantidas as 
mesmas da Tabela 4. 
 
Tabela 4 - Variáveis e níveis de estudo utilizados no planejamento 
experimental. 
Variáveis Níveis de estudo 
 -2 -1 0 +1 +2 
Concentração de 
Enzima U/mL 
162,35 324,71 487,06 649,42 811,77 
Concentração de 
H2O2 µmol/L 
18,75 25,00 31,25 37,50 43,75 
Concentração de 
corante mg/L 
20,00 40,00 60,00 80,00 100,00 
pH 2,50 4,00 5,50 7,00 8,50 
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3.2.3. Medidas de cor das soluções 
 
Para a quantificação do corante removido foram feitas varreduras 
espectrais na região do visível (400 a 800 nm), com objetivo de obter os 
picos máximos de absorção dos corantes (Tabela 5). A quantidade de 
corante degradado     foi calculada pela Equação 2. As medidas foram 
realizadas em triplicata de experimentos. 
 
Tabela 5 - Picos máximos de absorbância dos corantes utilizados. 
Corantes λmáx (nm) 
Amarelo 145 
Azul 221 
Azul 198 
Vermelho 195 
416 
611 
625 
536 
 
Em todas as medidas realizadas por espectroscopia, a remoção de 
corante foi calculada pela equação 3:  
 
  100%
inicial
finalinicial
Abs
AbsAbs
D

  (3) 
 
onde            e          são respectivamente, absorbância inicial e 
final.  
 
3.2.4. Tingimentos  
 
Os tingimentos na cor bordô foram realizados na máquina de 
tingimento Mathis HT. Foi utilizada a mistura dos corantes 0,260 de RB 
198, 4,400 de RR 195 e 0,305% de RY 145 e sulfato de sódio 80,00 g/L 
durante 20 min a 60 ºC. As porcentagens de cada corante utilizado 
foram obtidas de uma formulação de tingimento cedida pela empresa 
Malwee. Após este tempo foi adicionado à reação 20,00 g/L de barrilha 
(carbonato de sódio) e esses foram colocados na máquina por mais 40 
min a 60 ºC. O procedimento de tingimento foi realizado com relação de 
banho 1:8 (m:v), ou seja 10g de tecido para 80 mL de solução. Na 
Figura 16, é apresentado um esquema com a sequência de etapas do 
processo de tingimento. 
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Figura 16- Sequência de etapas do processo de tingimento. 
 
 
 
3.2.5. Lavagens pós-tingimento 
 
3.2.5.1. Lavagem enzimática  
 
Após o tingimento o tecido foi retirado da solução e passado 
através do Fourlard para remover o excesso de solução com um Pick up 
de 100%. A lavagem enzimática foi realizada, em 100 mL de tampão 
fosfato 0,05 mol/L, pH 7,0, em uma máquina Mathis HT, com uma 
relação de banho 1:10. A essa solução foram adicionados 0,012 mg/mL 
de enzima HRP 649,42 U/ml, calculado através do cálculo da atividade 
enzimática e 0,11de μL H2O2  37,50 μmol/L. A solução permaneceu na 
máquina durante 45 min a 30 ºC. Após a lavagem foram realizados 6 
enxágues a 30 ºC durante 10 min, com uma relação de banho 1:10 e 
subsequentemente o tecido foi passado no Fourlard e seco na Rama 
durante 5 min a 100 ºC. Na Figura 17, é apresentado um esquema do 
processo de lavagem enzimática. 
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Figura 17- Processo de lavagem enzimática. 
 
 
 
3.2.5.2. Lavagem química  
 
A lavagem química com tensoativo não-iônico EM 8007 foi 
realizada posteriormente ao processo de reúso 2 e a um tingimento em 
água limpa (realizada de forma  comparativa ao processo de reúso 2), 
com uma RB 1:10. Esse processo foi realizado a 85 ºC durante 30 min 
no equipamento Mathis HT. Após a lavagem os tecidos passaram por 3 
enxágues a 30 ºC durante 10 min, utilizando uma relação de banho de 
1:10 e posteriormente o tecido foi passado no Fourlard e seco na Rama 
durante 5 min a 100 ºC. Na Figura 18, é apresentado o esquema do 
processo de lavagem química. 
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Figura 18- Processo de lavagem química. 
 
 
 
3.2.6.  Reúso da solução de tingimento – Reúso 1  
 
Considerando a influência na atividade enzimática dos eletrólitos 
presentes na solução do primeiro tingimento, optou-se por diluir 50% de 
efluente de tingimento em 50% de água destilada. A solução resultante 
foi tamponada com tampão fosfato 0,05 mol/L, pH 7 e foram 
adicionados 0,012 mg/mL de enzima HRP 649,42 U/mL e 0,11 de μL 
H2O2 37,5 μmol/L (conforme determinado nos estudos de mais de um 
corante presente em solução, realizados para esta tricromia). O reúso 1 
foi realizado utilizando uma relação de banho 1:10, durante 45 min a 30 
ºC. Após esse processo foram realizados 6 enxágues a 30 ºC durante 10 
min e subsequentemente o tecido foi passado no Fourlard e seco na 
Rama durante 5 min a 100 ºC. Um volume de 80 mL da solução de 
reúso 1 foi utilizado para realizar o reúso 2 conforme item 3.2.6.1. Na 
Figura 19 é apresentado um esquema do processo de reúso 1. 
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Figura 19- Processo de reúso 1. 
 
 
 
  
3.2.6.1.  Tingimento na solução de reúso – Reúso 2 
 
Na etapa de reúso 2 foi realizado um tingimento reutilizando 80 
% do efluente de descarte do reúso 1 e após o  processo de tingimento 
uma lavagem com tensoativo EM 8007, conforme item 3.2.5.2. O 
tingimento, dessa etapa, foi realizado nas mesmas condições descritas 
no item 3.2.4. Não foram ajustados teor de sais e nem o pH. Para efeito 
de comparação foi realizado um tingimento nas mesmas condições em 
água limpa e uma posterior lavagem com tensoativo EM 8007 (lavagem 
química). Na Figura 20, é apresentado um esquema do processo de 
reúso 2. 
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Figura 20- Processo de reúso 2. 
 
 
 
3.2.7.  Análise dos tecidos  
 
3.2.7.1. Avaliação da perda de cor 
 
Os tecidos foram avaliados através de testes de determinação 
colorimétrica para coordenadas retangulares empregando o sistema CIE 
       (CIELAB) sumarizado pelo valor de    . Nesse sistema o L* 
representa a luminosidade. O máximo para L* é 100 que representa um 
perfeito difusor refletindo (Branco). O mínimo de L* é zero, o qual 
representa (Preto), quanto mais o L* se aproxima de 100, maior a perda 
de cor. Os eixos a* e b* representam as coordenadas cromáticas, em que 
a* positivo representa uma tendência para o vermelho e a* negativo uma 
tendência para o verde, b* positivo há uma tendência para o amarelo e 
b* negativo, para o azul.  O valor de     varia de 0 a 1, quanto mais 
esse valor se aproxima de zero, menor a perda de cor (HUNTERLAB, 
2008). 
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3.2.7.2. Avaliação da solidez à lavagem 
 
Os testes de solidez à lavagem foram realizados conforme a 
Norma NBR ISO 105-C06: 2010, utilizando a escala de cinzas que 
atribui notas de 1 a 5, em que 1 significa grande perda de cor, baixa 
solidez e 5 que significa cor inalterada, ótima solidez. 
Os testes de solidez à lavagem foram realizados pelo laboratório 
de Tinturaria da empresa Malwee localizada em Jaraguá do Sul, SC, em 
aparelho modelo TUBOTEST ATW-3 da marca KIMAK. 
 
3.2.8. Estudos em escala piloto 
 
Após os estudos em laboratório, foi conduzido em parceria com a 
empresa Malwee do Brasil um teste em escala piloto do processo de 
reúso do efluente do tingimento com o mesmo procedimento descrito no 
item 3.2.6, porém utilizando o volume de 10 L de solução e 1 kg de 
malha. 
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PARTE EXPERIMENTAL II - IMOBILIZAÇÃO DE ENZIMA 
 
Neste capítulo são apresentadas as metodologias que foram 
utilizadas para realizar a imobilização da enzima HRP em alginato de 
cálcio e em espuma de poliuretano, assim como, as metodologias 
referentes às reações de remoção de corantes, realizadas com as enzimas 
imobilizadas, e a modelagem matemática para determinar parâmetros 
cinéticos e o coeficiente de transferência de massa para a enzima livre e 
imobilizada em alginato de cálcio.  
 
3.3. Materiais 
  
3.3.1. Corantes  
 
Para o desenvolvimento desta parte do trabalho foram utilizados 
os corantes Azul Reativo 221 (RB 221) e Azul Reativo 198 (RB 198). 
As estruturas dos corantes foram apresentadas no item 3.1.1. 
 
3.3.2. Enzima 
 
A enzima utilizada foi a Horseradish peroxidase com as 
características descritas no item 3.1.3. 
 
3.3.3. Equipamentos  
 
Os equipamentos utilizados nesta parte do trabalho foram:  
 
Agitadores magnéticos: Dist;  
Banho Dubnoff: Dist;  
Balança analítica: Micronal AB204-S;  
Espectrofotômetro: Shimadzu UV mini-1240;  
pHmetro: Quimis. 
 
3.3.4. Reagentes 
 
Os reagentes utilizados nesta parte do trabalho foram: 
 
 Ácido cítrico (Nuclear); 
 Alginato de sódio baixa viscosidade (Vetec); 
 2,2'- Ácido Azino-bis [3-etilbenzotiazolino-6-sulfônico 9]        
 (ABTS) (Sigma Aldrich); 
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 Cloreto de cálcio (Vetec); 
 Fosfato de potássio monobásico (Vetec); 
 Fosfato de sódio dibásico (Vetec); 
 Peróxido de hidrogênio 130 V, 35% (Lafan); 
 Poliol poliéter (Mannes); 
 Tolueno diisocianato (Mannes).   
 
3.4. Métodos 
 
3.4.1. Determinação da atividade enzimática da Horseradish 
peroxidase (HRP)  
 
A atividade enzimática foi determinada conforme descrita 
anteriormente no item 3.2.1.  
 
3.4.2.  Imobilização da enzima HRP 
 
Os estudos de imobilização da HRP foram realizados utilizando 
como suporte alginato de cálcio e espuma de poliuretano. O potencial 
catalítico das enzimas imobilizadas foi avaliado em reações de remoção 
enzimática de corantes, estudando parâmetros, tais como, efeito do pH, 
temperatura, concentração de H2O2, massa de cápsulas de alginato de 
cálcio, reutilização e estabilidade enzimática a frio na degradação dos 
corantes RB 221 e RB 198.  
 
3.4.3. Imobilização da enzima HRP em alginato de cálcio 
 
A imobilização da enzima HRP foi realizada conforme 
metodologia modificada de Preethi et al. (2013).  
Para imobilizar a enzima foi preparada uma solução 2307,70 
U/mL de HRP no pH ótimo de cada corante, estabelecidos nos estudos 
de degradação enzimática, item 3.2.2.  Nesta mistura foram adicionados 
0,02 g/mL de alginato de sódio e agitado até a formação de uma mistura 
homogênea. Esta mistura foi gotejada, com uma pipeta, em 50 mL de 
solução de cloreto de cálcio 0,1 mol/L, sob agitação em agitador 
magnético, para formar as cápsulas.  
Após a formação das cápsulas, estas foram colocadas, em 
repouso, em um banho termostatizado a 30 ºC durante 40 min. 
Posteriormente as cápsulas foram filtradas e armazenadas em água 
destilada em uma temperatura de 4 ºC, sendo peneiradas para remover a 
água, antes de cada utilização. 
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3.4.3.1. Caracterização da enzima imobilizada em alginato 
 
Para caracterizar a enzima imobilizada em alginato foram feitas 
análises de microscopia eletrônica de varredura (MEV) e em um 
texturômetro para obter parâmetros como área superficial, volume total 
de poro, diâmetro médio do poro e diâmetro de partícula. 
 
3.4.3.1.1. Análise de microscopia eletrônica de varredura (MEV)  
 
A morfologia do suporte com a enzima imobilizada foi avaliada 
em um equipamento JEOL JSM-6390LV. As cápsulas de alginato de 
cálcio foram secas previamente em estufa a 60 ºC durante 60 min. Para 
realizar as análises de morfologia as cápsulas foram fixadas em um stub 
e recobertas com ouro. Foram avaliadas ampliações de 1500 e 2500 
vezes. As análises de MEV foram realizadas no Laboratório de 
Microscopia Eletrônica (LCME). 
 
3.4.3.1.2. Caracterização de textura 
 
A caracterização de textura das cápsulas de alginato de cálcio foi 
realizada para obter a área superficial, volume total de poro, diâmetro 
médio da partícula e diâmetro da partícula. Essas análises foram 
realizadas pelo método N2-BET usando analisador de área superficial e 
porosidade (TA.HD.plus Texture Analyser, Stable Micro Systems). As 
análises de textura foram realizadas na Central de análises do EQA. 
 
3.4.4. Reações de remoção dos corantes reativos pela enzima HRP 
imobilizada em alginato de cálcio 
 
Nos estudos de remoção dos corantes RB 198 e RB 221 pela 
enzima HRP foram avaliados, efeito do pH, da concentração de H2O2, 
da temperatura, da massa de cápsulas, a otimização do tempo de reação, 
reutilização e estabilidade enzimática. A quantidade de corante foi 
mantida constante em 40 mg/L. Foram variados pH (4; 5,5; 6 e 7), 
concentração de H2O2 (31,2; 37,5; 43,7 e 50,0 µmol/L), tempo de reação 
(0; 30; 60; 120; 180; 240 e 300 min), temperatura (20; 30; 40; 50 e 60 
ºC), massa de cápsulas (0110; 0,120; 0,140 e 0,160 g) e estabilidade 
enzimática na reação da enzima imobilizada e livre a 4 ºC (0; 2; 3; 4; 5; 
30; 45; 60 dias). 
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3.4.4.1.   Preparação da espuma de poliuretano (EPU) 
 
A preparação da espuma de EPU foi realizada conforme 
metodologia modificada de Nicoletti et al. (2015). Em um copo plástico, 
em banho de gelo, foram adicionados 3,0 mL de tolueno diisocianato, 
formado numa mistura de isômeros 2,4 e 2,6 nas proporções 80/20 (TDI 
80/20) em 5,0 mL de poliol poliéter em uma razão molar de NCO:OH 
de 2:1, sob agitação manual lenta, até formar um creme amarelo 
uniforme.  
Após o término da reação a espuma permaneceu por 
aproximadamente 5 min em repouso para ocorrer a expansão do 
polímero, que em seguida foi colocado para secar em dessecador. Para 
as reações as espumas foram pesadas e estimou-se um peso médio de ± 
0,02 g em cada reação.  
 
3.4.4.2.   Imobilização de HRP em EPU 
 
Nos estudos de imobilização foram utilizados 1,0 mg/mL de HRP 
para 1,5 g de espuma de poliuretano, em cada pH estudado. Esta 
permaneceu em um agitador orbital a 15 ºC durante 2 h a 140 rpm. Ao 
término da reação a solução foi filtrada e o imobilizado resultante foi 
seco em estufa a 30 ºC durante 24 h e após este tempo armazenado na 
geladeira a 4 ºC, sem ser colocado em nenhuma solução. Na solução 
resultante foi determinada a atividade para se obter a quantidade de 
enzima imobilizada. 
 
3.4.4.2.1. Caracterização da enzima imobilizada em EPU 
 
Para caracterizar a enzima imobilizada em EPU utilizou-se 
espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), 
microscopia eletrônica de varredura (MEV) com ampliações de 30, 100 
e 150 vezes e análises de texturômetro.  
 
3.4.2.2.2.   Quantidade ótima de enzima imobilizada em EPU 
 
Foi realizado um estudo para determinar se o aumento da 
quantidade de enzima no processo de imobilização influenciaria na 
eficiência da degradação dos corantes. Foram utilizadas quantidades de 
enzima 1,0, 2,0, 3,0 e 4,0 mg/mL para 1,5 g de espuma de poliuretano 
nas mesmas condições descritas no item 3.4.2.1.2. Em seguida as 
espumas foram utilizadas em reações de degradação enzimática. 
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3.4.2.2.3. Reações de remoção dos corantes reativos pela enzima 
HRP imobilizada em EPU 
 
Foram utilizados dois corantes nos estudos de degradação pela 
enzima HRP, o RB 221 e o RB 198. Os parâmetros avaliados foram o 
efeito do pH, da concentração de H2O2, da temperatura, otimização do 
tempo de reação, reutilização e estabilidade enzimática. A quantidade de 
corante foi mantida constante em 40 mg/L. Foram variados pH (4; 5,5; 6 
e 7), concentração de H2O2 (31,2; 37,5; 43,7 e 50,0 µmol/L), tempo de 
reação (0; 5;10;20;30;40 min) para o corante RB 198 e de (0; 10; 30; 50; 
60; 70; 80 min) para o corante RB 221, temperatura (20; 30; 40; 50 e 60 
ºC), reutilização e estabilidade enzimática na reação da enzima 
imobilizada e livre a 4ºC (0; 3; 5; 15; 30; 45; 60 dias).  
 
3.4.5. Modelo cinético de reações enzimáticas para enzima livre e 
imobilizada em alginato de cálcio: otimização e simulação 
 
Um modelo matemático baseado em mecanismos cinéticos, 
proposto por Cristovão et al. (2007), foi utilizado para representar os 
perfis de remoção de corante ao longo do tempo em um reator em 
batelada. O mecanismo cinético dado pela equação de Michaelis-
Menten, Equação 4, assume que a enzima     e o substrato     
combinam para formar o complexo     , o qual se dissocia em produto 
    e enzima livre. 
 
PEESSE
kKmS   2  (4) 
 
Onde     e    são respectivamente, a constante de Michaelis-
Menten para o substrato (mg/L) e a constante de velocidade 
(L/(mg.min). De acordo com Cristóvão et al. (2008) existe uma 
dependência da concentração de substrato com a velocidade de reação (
v ) na concentração do substrato é representada pela equação de 
Michaelis-Menten, dada pela Equação 5: 
 
SK
S
ESkv
mS 
 max2
  (5) 
 
onde   e      são respectivamente, velocidade de reação (1/min) e 
velocidade máxima de reação (1/min),   é a concentração de substrato 
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(mg/L). Quando a remoção não é completa, uma outra forma do modelo 
de Michaelis-Menten pode ser utilizada; essa forma considera um 
mecanismo reversível da equação de Michaelis-Menten, dada pela 
Equação 6.  
 
S
K
P
K
K
P
S
v
mP
mS
eq

















1
max
 (6) 
 
Onde     e     são respectivamente, constante de equilíbrio 
(mg/L) e constante de Michaelis-Menten para o produto (mg/L).  
 
3.4.5.1. Balanço do reator em batelada: Enzima livre 
 
A equação diferencial ordinária obtida do balanço de massa para 
  e   e considerando a HRP livre é dada pelas Equações 7 e 8: 
 
vE
dt
dS
  (7) 
vP
dt
dP
  (8) 
 
onde   é tempo (min).  
 
3.4.5.2. Balanço do reator em batelada: Enzima imobilizada 
 
O modelo matemático utilizado para descrever a remoção em um 
reator de batelada alimentada com HRP imobilizada foi adaptado do 
estudo de Al-Muftan e Abu-Reesh (2005).  Este modelo matemático 
considera as seguintes hipóteses: (i) reator com HRP imobilizada 
isotérmico; (ii) a atividade da HRP é uniforme através da partícula; (iii) 
a enzima é imobilizada uniformemente dentro de partículas esféricas 
porosas; (iv) não há desativação da HRP; (v) a HRP pode catalisar uma 
reação específica de acordo com mecanismo cinético reversível de 
Michaelis-Menten; (vi) a reação enzimática é monocomponente e gera 
somente um produto; (vii) a Lei de Fick pode modelar a difusão   e   
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dentro da partícula catalítica e a difusividade efetiva não se altera no 
interior da partícula e é independente da concentração. 
 
Aplicando-se as hipóteses acima, o balanço diferencial de massa 
na fase líquida para o substrato e o produto pode ser escrito 
respectivamente pelas Equações 9 e 10: 
 
   
RrbbLS
r
rb SSk
Rdt
dS



 ,
31


 
 
(9) 
   
RrbbLP
r
rb PPk
Rdt
dP



 ,
31


 (10) 
 
onde   ,   ,   ,  ,     e     são, respectivamente, concentração do 
substrato na fase líquida (mg/L), concentração do produto na fase 
líquida (mg/L), porosidade do reator, raio da partícula (m), coeficiente 
de transferência de massa do substrato e produto (m/s). 
O balanço diferencial na fase sólida para o substrato e o produto 
pode ser escrito respectivamente pelas Equações 11 e 12: 
 
v
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S
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onde   ,   ,   ,  ,    ,     e    são, respectivamente, porosidade da 
partícula, concentração de substrato na fase sólida (mg/L), concentração 
de produto na fase sólida (mg/L), coordenada radial, difusividade efetiva 
do substrato e produto (m
2
/s) e massa específica aparente da partícula 
(kg/m
3
). 
As condições iniciais e condições de contorno para as Equações 
(9-12) são: 
 
 
0t  obb SS ,  0 PPb PSP                          (13) 
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,
 
 
onde      é a concentração inicial do substrato na fase líquida (mg/L). 
 
3.4.5.3. Estimativa das constantes cinéticas, coeficientes de transferência 
de massa e solução numérica 
 
Um dos grandes problemas no desenvolvimento de modelos 
matemáticos e que muitas vezes impossibilita sua aplicação na área de 
bioprocessos é o desconhecimento ou a impossibilidade em determinar 
experimentalmente as constantes cinética de reação.  
A determinação das constantes cinéticas de reação foi realizada 
através do emprego de métodos numéricos de otimização acoplados com 
a solução numérica das equações diferenciais ordinárias resultantes dos 
balanços de massa para o sistema com a enzima livre.  
Preferiu-se determinar as constantes cinéticas considerando o 
mecanismo reversível (   ,     e    ), Equação 5, em um sistema 
com enzima livre com a finalidade de evitar uma possível interferência 
causada pelos coeficientes de transferência de massa do sistema com 
enzima imobilizada.  
As constantes cinéticas de reação foram estimadas através do 
ajuste entre os dados experimentais e numéricos (solução das Equações 
6 e 7). Esse ajuste foi obtido através de um algoritmo escrito em 
linguagem Matlab 2013a utilizando duas funções internas, a ode45 e a 
fmincon. A ode45 resolve numericamente as equações diferenciais 
ordinárias e a fmincon minimiza uma função objetivo (    ) dado pela 
Equação 16. Na Figura 21, é apresentado um fluxograma simplificado 
do esquema de minimização das constantes cinéticas e resolução 
numérica das equações para o sistema com enzima livre. 
      
 
2
1
exp  
n
m
num
mmobj CCF  (16) 
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Onde   é o ponto experimental,   é o número de pontos 
experimentais,   
   
 é a concentração experimental no ponto   e   
    
é a concentração numérica no ponto .  
 
Figura 21- Fluxograma simplificado do esquema de minimização das 
constantes cinéticas e resolução numérica das equações para o sistema 
com enzima livre. 
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Fonte: Elaborado pela autora. 
 
Após a estimação dos parâmetros cinéticos e resolução das 
equações diferenciais ordinárias para o sistema enzima livre, estimou-se 
os coeficientes de transferência de massa para o substrato e produto 
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(   ,    ,     e    ) e no sistema com enzima imobilizada em cápsulas 
de alginato. 
 As equações diferenciais parciais juntamente com suas 
condições de contorno provenientes do balanço de massa para o sistema 
com enzima imobilizada foram resolvidas numericamente através do 
método das linhas.  
O método das linhas consiste em transformar uma equação 
diferencial parcial em uma equação diferencial ordinária através de uma 
técnica de discretização que pode ser resolvida numericamente pela 
ode45 do Matlab (MAYER et al., 2016). A técnica de discretização 
empregada foi diferenças finitas. 
Na Figura 22 é apresentado um fluxograma simplificado do 
esquema de estimação dos coeficientes de transferência de massa e 
resolução das equações diferenciais parciais resultantes do balanço de 
massa para o sistema com enzima imobilizada. A ideia desse algoritmo é 
muito similar ao sistema com enzima livre, em que também foi realizada 
a minimização da função objetivo, Equação 15, através do ajuste entre 
os dados experimentais e numéricos. Nesse sistema foram utilizadas as 
constantes cinéticas obtidas no sistema com enzima livre. 
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Figura 22- Fluxograma simplificado do esquema de minimização dos 
coeficientes de transferência de massa e resolução numérica das 
equações para o sistema com enzima imobilizada. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
A apresentação dos resultados e discussão é dividida em duas 
partes. Na parte 1 são apresentados os resultados dos estudos do efeito 
da presença de mais de um corante presente em solução aquosa e  reúso 
do efluente do processo de tingimento. Na parte 2 são apresentados os 
estudos de remoção de corantes utilizando a enzima Horseradish 
peroxidase imobilizada em alginato de cálcio ou espuma de poliuretano 
e o modelo matemático para enzima livre e imobilizada em alginato de 
cálcio para determinar constantes cinéticas e coeficiente de transferência 
de massa. 
 
RESULTADOS PARTE I- ESTUDO DO EFEITO DA PRESENÇA 
DE MAIS DE UM CORANTE EM SOLUÇÃO AQUOSA E 
REÚSO DO EFLUENTE DO PROCESSO DE TINGIMENTO 
 
4.1. Estudo do efeito da presença de mais de um corante em solução 
 
Os estudos do efeito da presença de mais de um corante em 
solução foram realizados conforme item 3.2.2. Primeiramente serão 
apresentados os resultados referentes aos corantes isolados e em seguida 
os resultados referentes à mistura de dois ou três corantes. 
O tempo das reações realizadas neste estudo foi de 30 min, sendo 
este tempo definido em cinéticas preliminares realizadas para todos os 
corantes. A temperatura e a agitação foram obtidas de trabalhos 
anteriores (FARIAS, 2013).  
 
4.1.1. Remoção enzimática do corante Azul 221 (RB 221) 
 
O corante RB 221 é um corante de formazan muito utilizado nas 
indústrias têxteis para tingir tecido de algodão. O estudo foi realizado 
conforme seção 3.2.2, através de um planejamento experimental estrela 
2
4
 com triplicata do ponto central. Foram analisados os 4 principais 
fatores que influenciam em uma reação enzimática (concentração de 
enzima, H2O2, corante e pH), bem como suas possíveis interações. As 
descolorações obtidas em cada estudo são apresentadas na Tabela 6. 
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Tabela 6 - Planejamento experimental da descoloração enzimática do 
corante RB 221. 
Ensaio Enzima 
U/ml 
H2O2 
µmol/L 
Corante 
mg/l 
pH D RB 221 (%) 
1  324,71  25,00 40,00 4,0 4 
2 324,71 25,00 40,00 7,0 27 
3 324,71 25,00 80,00 4,0 1 
4 324,71 25,00 80,00 7,0 17 
5 324,71 37,50 40,00 4,0 4 
6 324,71 37,50 40,00 7,0 30 
7 324,71 37,50 80,00 4,0 0 
8  324,71 37,50 80,00 7,0 25 
9  649,42 25,00 40,00 4,0 4 
10  649,42 25,00 40,00 7,0 30 
11  649,42 25,00 80,00 4,0 2 
12  649,42 25,00 80,00 7,0 15 
13  649,42 37,50 40,00 4,0 5 
14  649,42 37,50 40,00 7,0 44 
15  649,42 37,50 80,00 4,0 1 
16  649,42 37,50 80,00 7,0 22 
17  162,35 31,25 60,00 5,5 34 
18  811,77 31,25 60,00 5,5 31 
19  487,06 18,75 60,00 5,5 27 
20  487,06 43,75 60,00 5,5 58 
21  487,06 31,25 20,00 5,5 89 
22  487,06 31,25 100,00 5,5 19 
23  487,06 31,25 60,00 2,5 4 
24  487,06 31,25 60,00 8,5 4 
25 487,06 31,25 60,00 5,5 31 
26 487,06 31,25 60,00 5,5 32 
27   487,06 31,25 60,00 5,5 31 
 
 
Na Tabela 6, pode-se observar que a máxima descoloração do 
corante RB 221 foi de 89 %, obtida no estudo 21, em que foram 
utilizados 487,06 U/mL de enzima, 31,25 µmol/L de H2O2, 20,00 mg/L 
de corante e pH 5,5.  Nesse estudo a maior remoção foi obtida em uma 
concentração de corante de 20,00 mg/L. O aumento da concentração de 
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corante provocou uma diminuição na eficiência de remoção. Esse 
comportamento pode ser observado em outros estudos que foram 
utilizados a mesma quantidade de enzima, H2O2 e pH, porém houve um 
aumento da concentração de corante, no estudo 22, em que foram 
utilizados 100,00 mg/L, a máxima remoção foi de apenas 19%. Mohan 
et al., (2005), realizaram a remoção do corante preto ácido 10 BX pela 
enzima HRP, a máxima descoloração foi obtida a uma concentração de 
30 mg/L e houve uma diminuição em concentrações superiores a este 
valor. Os mesmos autores observaram que quando a concentração de 
enzima manteve-se constante a quantidade de substrato foi gradualmente 
aumentada, a taxa de reação aumentou até um máximo, após o que o 
valor permaneceu constante. 
 Já em relação ao pH, pode-se observar que a maior descoloração 
foi obtida em pH 5,5, e que em pHs extremos praticamente não houve 
remoção. 
Resultados semelhantes foram obtidos por Abdel-Aty et al. 
(2013), que realizaram a degradação de corantes como laranja de metila, 
azul de metileno, verde de metileno e azul de bromofenol, utilizando 
HRP, a máxima descoloração foi obtida quando foi utilizado 20 mg/L de 
corante em pH 5,5,  60, 71, 80 e 75% respectivamente.  
Si e Cui (2013) utilizaram uma nova peroxidase de origem 
fúngica derivada da Perenniporia subacida para degradar uma série de 
corantes de vários tipos como reativos, dispersos e neutros. Os autores 
observaram uma máxima atividade da enzima em pH 5,5 a 30 ºC. 
Por meio dos resultados obtidos na Tabela 6, realizou-se uma 
análise dos efeitos dos 4 fatores estudados em relação à resposta do 
experimento (descoloração de corante), os resultados obtidos estão 
apresentados na Tabela 7. 
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Tabela 7 - Cálculo dos efeitos e respectivos índices estatísticos para o 
corante RB 221. 
Fator Efeito Erro 
padrão 
t 
Student 
p Limite de confiança 
       -95%     +95% 
Média/ 
interações 
31,3 0,3 94,0 0,0 29,9 32,8 
(1) Enzima 
(L) 
0,8 0,2 3,2 0,1 -0,2 1,8 
Enzima (Q) -5,7 0,2 -22,8 0,0 -6,8 -4,6 
(2) H2O2 (L) 7,8 0,2 32,9 0,0 -6,8 8,8 
H2O2 (Q) -0,7 0,2 -2,8 0,1 -1,8 0,4 
(3) Corante 
(L) 
17,1 0,2 -72,5 0,0 -18,1 -16,1 
Corante (Q) 5,0 0,2 20,2 0,0 4,0 6,1 
(4) pH (L) 15,8 0,2 66,8 0,0 14,8 16,8 
pH (Q) 19,9 0,2 -79,8 0,0 -21,0 -18,9 
1L e 2L 1,4 0,3 4,8 0,0 0,1 2,6 
1L e  3L -2,6 0,3 -9,1 0,0 -3,9 -1,4 
1L e 4L 1,1 0,3 3,9 0,0 -0,1 2,4 
2L e 3L -0,6 0,3 -2,2 0,1 -1,9 0,6 
2 L e 4 L 4,1 0,3 14,3 0,0 2,9 5,4 
3L e 4L -4,9 0,3 -16,9 0,0 -6,1 -3,5 
 
Analisando a Tabela 7 pode-se observar, que os resultados do 
intervalo de confiança mostram que os efeitos lineares do H2O2, do 
corante e do pH, os efeitos quadráticos da enzima, do corante e do pH e 
as interações entre enzima e H2O2, enzima e corante, H2O2 e pH, corante 
e pH são estatisticamente significativos. Nesse intervalo esses fatores 
apresentam efeitos diferentes de zero no intervalo de confiança, 
calculado em um nível de significância de 5%. Observa-se ainda que na 
reação de remoção do corante RB 221, quase todos os fatores e 
interações influenciaram na reação de remoção, com destaque para pH e 
corante em que tanto os fatores lineares quanto os quadráticos foram 
significativos. De acordo com Cavaco e Gubits (2003) o pH é um dos 
fatores que mais influencia em uma reação enzimática.  
Toda enzima tem uma faixa ótima de pH em que sua atividade é 
máxima, fora dessa faixa, as interações eletrostáticas dentro da enzima 
se alteram com a possibilidade de alterar a conformação tridimensional e 
a atividade enzimática. Na Tabela 6, pode ser observado que nos estudos 
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23 em que se usou pH 2,5 e no estudo 24 em que se usou pH 8,5 a 
remoção de corante foi extremamente baixa, principalmente porque 
nesse estudo de degradação do corante RB 221 foi encontrado um pH 
ótimo de 5,5. Em valores muito distantes desse ponto praticamente não 
há remoção.  
A degradação dos corantes vermelho direto 23 (DR 23), vermelho 
direto 239 (DR 239), azul direto 80 (DB 80) e amarelo direto 4 (DY 4) 
por peroxidase do nabo foram estudadas por Matto e Husain (2007), na 
faixa de valores de pH numa escala de 3,0-10,0, onde a máxima 
degradação foi obtida na faixa de pH 5,0-5,5 em 1 h de reação, com 
degradações que variaram de 6-93%, dependendo do mediador utilizado. 
Para valores de pH entre 7 e 10 os corantes não apresentaram 
degradação. 
 Outro fator que influencia fortemente nas reações enzimáticas é 
o corante, que é o substrato da reação. Quando o substrato se liga à 
enzima, esse também é influenciado pelas interações eletrostáticas, que 
dependendo do grau de interação com a enzima, remove uma quantidade 
maior ou menor de corante. 
A enzima peroxidase depende de peróxido para catalisar a 
oxidação de uma série de compostos aromáticos. Segundo Fodil et al. 
(2012), baixas concentrações de H2O2 podem limitar a formação de uma 
enzima intermediária no ciclo catalítico da peroxidase. Já segundo Liu et  
al., (2014), a alta concentração de H2O2 não é favorável para a 
estabilidade das proteínas heme, tais como Horseradish peroxidase, 
devido à inativação causada pela destruição oxidativa da porção interna 
da porfirina.   
Li et al. (2009) realizaram a degradação do corante vermelho 
congo com manganês peroxidase. Os autores observaram que as 
interações entre H2O2 e enzima, corante e enzima foram estatisticamente 
significativas na faixa estudada. 
 Na Figura 23, pode-se observar a curva de nível para os fatores 
corante e pH, correspondentes à superfície de resposta gerada pelo 
modelo com termos lineares e quadráticos e interações dos termos 
lineares. 
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Figura 23- Curva de nível para os fatores corante e pH em relação à 
resposta descoloração do corante RB 221. 
 
 
 
Na Figura 23, pode-se observar que a máxima remoção de 
corante foi obtida num ponto bem específico em que foi utilizado 20 
mg/L de corante e pH 5,5. Nesse estudo observou-se que o aumento da 
concentração de corante provocou uma diminuição na eficiência de 
remoção (MOHAN et al., 2005).  Esse comportamento pôde ser 
observado no estudo 22, em que se utilizou 100 mg/L de corante e foi 
obtida uma diminuição na eficiência de remoção. 
Forgiarini (2006) realizou a descoloração do corante Turquesa 
remazol G 133% utilizando a Horseradish peroxidase a máxima 
descoloração foi de 59% obtida em pH 4, porém em pH 5,0 foi obtido 
57% de descoloração, indicando uma faixa ótima de descoloração. 
O corante Turquesa remazol G 133% utilizado no estudo de 
Forgiarini (2006), também contém cobre em sua estrutura e uma 
estrutura semelhante ao RB 221. Para o RB 221 a máxima remoção foi 
obtida em pH 5,5. 
Com os efeitos obtidos na Tabela 7 foi calculado o modelo de 
descoloração do corante RB 221 pela enzima HRP, que é apresentado na 
Equação 17. 
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Na Tabela 8, é possível observar a análise de variância (ANOVA) 
do modelo obtido. 
 
Tabela 8 - Análise de variância para o corante RB 221. 
 
Fonte de 
variação 
Soma  
Quadrática 
Graus de 
Liberdade  
Média  
Quadrática 
F  
calculado 
F  
tabelad
o 
Regressã
o 
6239,8 14 445,7   
Resíduos  4461,2 12 371,7 1,2 2,5 
Falta de 
Ajuste  
3846,4 10 384,6   
Erro 
puro 
0,7 2 0,3 1282 4,1 
Total 10700,7 26    
Variação explicada: 0,6405% 
Variação máxima explicável: 0,2210% 
 
Na Tabela 8, pode-se observar, que a soma quadrática dos erros 
é muito pequena, o que nos indica que o modelo poderia ser considerado 
bom, porém o F calculado do erro puro em relação à falta de ajuste é 
muito grande em relação ao F tabelado indicando que há falta de ajuste 
ao modelo. Foi obtido um R
2
 de 64%. 
 
4.1.2. Degradação enzimática do corante Azul 198 (RB 198) 
 
O corante RB 198 é um corante de trifenodioxina muito 
utilizado nas indústrias têxteis. Esse tipo de corante precisa de altas 
temperaturas de tingimento para se fixar a fibra de algodão. O estudo foi 
realizado conforme item 3.2.2, através de um planejamento 
experimental estrela 2
4
 com triplicata do ponto central. Foram 
analisados 4 fatores que influenciam em reações enzimáticas 
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(concentração de enzima, H2O2, corante e pH) bem como suas possíveis 
interações. As descolorações obtidas em cada estudo estão apresentadas 
na Tabela 9. 
 
Tabela 9 - Planejamento experimental da descoloração enzimática do 
corante RB 198. 
Ensaio Enzima 
U/ml 
H2O2 
µmol/L 
Corante 
mg/l 
pH D RB 198 (%) 
1  324,71  25,00 40,00 4,0 24 
2 324,71 25,00 40,00 7,0 56 
3 324,71 25,00 80,00 4,0 7 
4 324,71 25,00 80,00 7,0 27 
5 324,71 37,50 40,00 4,0 28 
6 324,71 37,50 40,00 7,0 65 
7 324,71 37,50 80,00 4,0 11 
8  324,71 37,50 80,00 7,0 40 
9  649,42 25,00 40,00 4,0 40 
10  649,42 25,00 40,00 7,0 61 
11  649,42 25,00 80,00 4,0 25 
12  649,42 25,00 80,00 7,0 28 
13  649,42 37,50 40,00 4,0 38 
14  649,42 37,50 40,00 7,0 71 
15  649,42 37,50 80,00 4,0 25 
16  649,42 37,50 80,00 7,0 43 
17  162,35 31,25 60,00 5,5 58 
18  811,77 31,25 60,00 5,5 60 
19  487,06 18,75 60,00 5,5 53 
20  487,06 43,75 60,00 5,5 63 
21  487,06 31,25 20,00 5,5 64 
22  487,06 31,25 100,00 5,5 36 
23  487,06 31,25 60,00 2,5 0 
24  487,06 31,25 60,00 8,5 48 
25 487,06 31,25 60,00 5,5 61 
     26 487,06 31,25 60,00 5,5 61 
27   487,06 31,25 60,00 5,5 60 
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Na Tabela 9, observa-se que a máxima descoloração do corante 
RB 198 pela enzima HRP 71% foi obtida quando foi utilizado 649,42 
U/mL de enzima, 37,50 µmol/L de H2O2, 40,00 mg/L de corante, e pH 
7,0. 
Nos estudos 2, 6, 10, 17, 18, 20, 21 e na triplicata do ponto 
central, foram obtidas remoções de 56, 65, 61, 58, 60, 63, 64 e 61%, 
respectivamente. Para o RB 198 pode-se observar que não houve uma 
regra específica para remoção de corante. A máxima remoção foi obtida 
em pH 7,0, porém na maioria dos estudos que foram obtidas remoção 
em torno de 60%, essa foi obtida em pH 5,5 utilizando concentrações de 
H2O2 entre 25,00-37,50 µmol/L, concentração de corante entre 20-60 
mg/L e concentrações de enzima em toda faixa estudada.   
Resultados semelhantes foram obtidos por Chen et al. (2003) que 
avaliaram a capacidade de 6 cepas bacterianas em degradar corantes 
têxteis ácido, direto e reativo entre estes o RB 198 e encontraram 
melhores descolorações em uma faixa entre pH 5,5 a 10,0 e 
temperaturas de 25 a 30 ºC. 
Sathishkuma, Murugesan e Palvannan (2010) realizaram a 
descoloração do corante RB 198 utilizando lacase do P. florida NCIM 
Foi obtida uma degradação de até 96% em 10 min de reação e de 99% 
em 120 min de reação utilizando 50 ppm de corante em pH 4,5. 
Por meio dos resultados obtidos na Tabela 9, realizou-se uma 
análise dos efeitos dos 4 fatores estudados em relação a resposta do 
experimento (descoloração de corante), os resultados obtidos estão 
apresentados na Tabela 10. 
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Tabela 10 - Cálculo dos efeitos e respectivos índices estatísticos para o 
corante RB 198. 
Fator Efeito 
Erro 
padrão 
t 
Student 
p 
Limite de confiança 
       -95%      +95% 
Média/ 
interações 
60,7 0,3 182,0 0,0 59,2 62,1 
(1)Enzima (L) 6,4 0,2 27,2 0,0 5,4 7,4 
Enzima (Q) -4,5 0,2 -18,0 0,0 -5,5 -3,4 
(2) H2O2 (L) 6,1 0,2 25,8 0,0 5,1 7,1 
H2O2 (Q) -5,0 0,2 -20,0 0,0 -6,0 -3,9 
(3) Corante (L) -19,4 0,2 82,4 0,0 -20,4 -18,4 
Corante (Q) -9,0 0,2 -36,0 0,0 -10,0 -7,9 
(4) pH (L) 24,1 0,2 102,7 0,0 23,0 25,1 
pH (Q) -22,0 0,2 -88,0 0,0 -23,0 -21,0 
1L e 2L -0,9 0,3 -3,0 0,1 -2,1 0,4 
1L e  3L -0,1 0,3 -0,4 0,1 -1,4 1,1 
1L e 4L -5,4 0,3 -18,6 0,0 -6,6 -4,1 
2L e 3L 1,4 0,3 4,8 0,0 0,1 2,6 
2 L e 4 L 5,1 0,3 17,8 0,0 3,9 6,4 
3L e 4L -6,6 0,3 -23,0 0,0 -7,9 -5,4 
 
Analisando a Tabela 10 observar-se que os resultados do 
intervalo de confiança mostram que todos os efeitos lineares e 
quadráticos e as interações entre enzima e pH, H2O2 e corante, H2O2 e 
pH e corante e pH, foram estatisticamente significativos. Neste intervalo 
de confiança esses fatores apresentam efeitos diferentes de zero 
calculado em um nível de significância de 5%.  
Pode-se observar que a maior parte dos efeitos e interações que 
foram significativos para o RB 198, também foram significativos para o 
RB 221, mostrando que esses fatores influenciam a degradação de 
corantes reativos, principalmente os azuis, pelas enzimas peroxidases. 
 Na Figura 24 observa-se a curva de nível para os fatores corante 
e pH correspondentes à superfície de resposta gerada pelo modelo com 
termos lineares e quadráticos e interações dos termos lineares. 
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Figura 24- Curva de nível para os fatores corante e pH em relação à 
resposta descoloração do corante RB 198. 
 
 
Na Figura 24, pode-se observar que um aumento no pH promove 
um aumento na descoloração do corante em torno do ponto central. Em 
pHs entre 5,5 e 7,0 foram obtidas as máximas descolorações, após essa 
faixa, houve um decréscimo na eficiência de descoloração. O corante 
também variou com a máxima degradação em torno de 60 mg/L. Porém 
a maior degradação foi obtida para uma concentração de corante de 40 
mg/L. O modelo de descoloração do corante RB 198 pela enzima HRP é 
apresentado na equação 18 
 
 



















]][[3,3]][[6,2
]][[7,0]][[7,20,12
7,9][0,3][2,3][0,11
][5,4][5,2][2,27,60
22
22
22
2
22
22
2
pHcorantepHOH
coranteOHpHenzimapH
coranteOHenzimapH
coranteOHenzima
Des  (18) 
Na Tabela 11, é possível observar a análise de variância 
(ANOVA) do modelo obtido.  
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Tabela 11- Análise de variância para o corante RB 198. 
Fonte de 
variação 
Soma 
Quadrática 
Graus de 
Liberdade 
Média 
Quadrática 
F 
calculad
o 
F 
tabelado 
Regressão 9863,7 14 704,5   
Resíduos  287,9 12 24,0 29,3 2,5 
Falta de 
Ajuste 
842,4 10 84,2   
Erro puro 0,7 2 0,3 280,6 4,1 
Total 10151,6 26    
Variação explicada: 0,9170: % 
Variação máxima explicável: 0,8202% 
 
Na Tabela 11, observa-se que a soma quadrática dos erros é 
pequena, o que nos indica que o modelo é bom. Os valores de resíduos 
se comparado à regressão não são significativos. O F calculado do erro 
puro em relação à falta de ajuste é alto em relação ao F tabelado 
indicando certa falta de ajuste. Foi apresentado um R
2
 de 91,7%. 
 
4.1.3. Degradação enzimática do corante Amarelo 145 (RY 145) 
 
O mesmo planejamento experimental utilizado para avaliar a 
descoloração dos corantes RB 221 e RB 198 foi utilizado para o corante 
RY 145, porém para este corante foram obtidas degradações menores 
que 2%. 
Corantes amarelos como o RY 145 geralmente possuem uma 
menor eficiência de degradação quando se utiliza enzimas. Pereira et al. 
(2009) realizaram a degradação de uma série de corantes reativos entre 
estes o RY 145 utilizando uma lacase bacteriana. A máxima 
descoloração obtida para este corante foi de 15% numa faixa de pH de 
8,0-9,0, após 24 h de reação. 
Para obtenção de degradações significativas muitas vezes são 
necessários longos tempos de reação como comprovado por Minusi et 
al. (2001) que avaliaram a descoloração de corantes sintéticos como o 
RY 145, utilizando o fungo da decomposição branca. Após 9 dias de 
contato foi obtida uma degradação de 100% com o fungo P. 
chrysosporium. 
A baixa eficiência de remoção de corantes amarelos por enzima, 
provavelmente é devido à baixa velocidade com que esse corante acessa 
o sítio ativo da enzima. No estudo de Minusi et al. (2009) para atingir 
100% de remoção, por fungo da decomposição branca, foram 
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necessários 9 dias de reação. Esse tipo de fungo produz enzimas que tem 
a capacidade de remover corantes. 
 
4.1.4. Degradação enzimática do corante Vermelho 195 (RR 195) 
 
O Corante RR 195 foi avaliado segundo item 3.2.2, através da 
metodologia da superfície de resposta, foi obtida uma máxima 
descoloração de 8%, quando foi utilizado 649,42 U/mL de enzima, 
37,50 µmol/L de H2O2, 40,00 e 80,00 mg/L de corante em pH 7,0.  
Corantes azo vermelhos como RR 195, geralmente possuem 
baixa eficiência de degradação. Silva et al. (2012 c) realizaram a 
degradação do corante vermelho ultra RGB com uma máxima 
degradação de 5,5%. Da mesma forma que o RY 145, o RR 195 é mais 
resistente à degradação por enzimas, por isso é necessário utilizar longos 
tempos de reação, outros tipos de micro-organismos ou combinação de 
mais de uma metodologia. Nawahwi, Ibrahim e Yahya (2013) 
realizaram a descoloração do corante RR 195 pela bactéria 
Paenibacillus spp. R2 obtendo 95% de descoloração em 24 h de reação. 
Sahasrabudhe e Pathade (2012) avaliaram que a descoloração do 
corante RR 195 utilizando a bactéria Georgenia sp foi obtida remoção 
de até 95% em 5 h, em condições anóxicas.  
 
4.1.5. Degradação enzimática da dicromia RB 221 + RR 195 
 
O planejamento experimental para a dicromia RB 221 + RR 195 
foi realizado conforme item 3.2.2, porém as medidas dos corantes foram 
realizadas no comprimento de onda de cada corante.  
 
4.1.5.1. Degradação enzimática do RB 221 na dicromia RB 221 + RR 
195 
 
  O planejamento experimental da descoloração enzimática da 
dicromia RB 221 + RR 195 com as respostas obtidas para cada corante é 
apresentado na Tabela 12. Nestes estudos todas as análises estatísticas 
são apresentadas separadamente. 
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Tabela 12 - Planejamento experimental da descoloração enzimática dos 
corantes RB 221+ RR 195. 
Ensaio Enzima 
U/ml 
H2O2 
µmol/L 
Corante 
mg/l 
pH D RB 221 
(%) 
D RR 195 
(%) 
1  324,71  25,00 40,00 4,0 5 0 
2 324,71 25,00 40,00 7,0 29 10 
3 324,71 25,00 80,00 4,0 1 0 
4 324,71 25,00 80,00 7,0 20 4 
5 324,71 37,50 40,00 4,0 7 2 
6 324,71 37,50 40,00 7,0 30 8 
7 324,71 37,50 80,00 4,0 3 1 
8  324,71 37,50 80,00 7,0 26 8 
9  649,42 25,00 40,00 4,0 7 1 
10  649,42 25,00 40,00 7,0 41 13 
11  649,42 25,00 80,00 4,0 1 0 
12  649,42 25,00 80,00 7,0 16 7 
13  649,42 37,50 40,00 4,0 9 1 
14  649,42 37,50 40,00 7,0 49 14 
15  649,42 37,50 80,00 4,0 4 1 
16  649,42 37,50 80,00 7,0 24 10 
17  162,35 31,25 60,00 5,5 61 14 
18  811,77 31,25 60,00 5,5 92 22 
19  487,06 18,75 60,00 5,5 40 12 
20  487,06 43,75 60,00 5,5 86 23 
21  487,06 31,25 20,00 5,5 92 25 
22  487,06 31,25 100,00 5,5 37 9 
23  487,06 31,25 60,00 2,5 2 0 
24  487,06 31,25 60,00 8,5 2 1 
25 487,06 31,25 60,00 5,5 88 22 
    26 487,06 31,25 60,00 5,5 89 21 
27   487,06 31,25 60,00 5,5 89 24 
 
 
Na Tabela 12, pode-se observar que para o RR 221 a máxima 
descoloração de 92% foi obtida com 60,00 mg/L de corante, 31,25 
µmol/L de H2O2 e pH 5,5 (experimentos 18 e 21), em duas 
concentrações diferentes de enzima (487, 06 e 811,77 U/mL). Nos 
estudos 20 e na triplicata do ponto central foram obtidas remoções de 86 
e 89%, respectivamente.  
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 Vale ressaltar que quando o corante RB 221 foi analisado 
isoladamente nos estudos 18 e na triplicata do ponto central a máxima 
descoloração foi de aproximadamente 31%, quando o corante RB 221 
foi analisado em presença do RR 195, a máxima descoloração foi de 
92% no estudo 18 e de aproximadamente 89% na triplicata do ponto 
central. Para o corante RR 195 foi observado esse mesmo 
comportamento, enquanto que, quando este corante foi analisado 
isoladamente, a máxima descoloração foi de 8%. Avaliando esse corante 
na presença do corante RB 221 foram observadas degradações de 
aproximadamente 22 a 25 % nos estudos 18, 20, 21 e na triplicata do 
ponto central.  
Wong e Yu (1999) observaram um aumento na remoção dos 
corantes azo e índigo, quando o corante de antraquinona estava presente 
na mistura. A antraquinona trabalhou como um mediador da catálise e 
também foi degradado durante a decomposição dos outros corantes.  
Provavelmente o corante RR 195 atuou como um mediador da 
catálise do RB 221. Como os corantes têm velocidades diferentes de 
remoção, a presença do outro corante em solução pode ter aumentado a 
velocidade de remoção do RB 221. Após esse corante ter atingido sua 
máxima remoção, ele pode ter auxiliado o RR 195 a atingir uma 
velocidade maior de remoção. 
Este mesmo efeito sinergético foi observado por Silva et al. 
(2012 c), que realizaram a degradação dos corantes azul brilhante 
remazol, vermelho ultra remazol e laranja brilhante 3R pela peroxidase 
do nabo, estes corantes foram analisados isoladamente e em uma 
tricromia. Quando os corantes estavam isolados foi obtida uma 
descoloração de 66,0, 5,50 e 9,0% respectivamente. Quando os corantes 
estavam presentes em uma tricromia foram obtidas remoção de 69,0, 
18,7 e 26,0 %, respectivamente. 
A partir dos resultados apresentados na Tabela 12 para o corante 
RB 221 foram obtidos os efeitos, que estão apresentados na Tabela 13. 
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Tabela 13 - Cálculo dos efeitos e respectivos índices estatísticos para o 
corante RB 221 na dicromia RB 221 + RR 195. 
Fator Efeito 
Erro 
padrão 
t 
Student 
p 
Limite de confiança 
       -95%      +95% 
Média/ 
interações 
88,6 0,3 266,0 0,0 87,2 90,1 
(1)Enzima (L) 7,6 0,2 32,5 0,0 6,6 8,7 
Enzima (Q) -17,6 0,2 -70,3 0,0 -18,6 -16,5 
(2) H2O2 (L) 10,3 0,2 43,8 0,0 9,3 11,3 
H2O2 (Q) -24,3 0,2 -97,3 0,0 -25,4 -23,5 
(3) Corante (L) -16,0 0,2 67,9 0,0 -17,0 -15,0 
Corante (Q) -23,6 0,2 -94,3 0,0 -24,6 -22,5 
(4) pH (L) 16,5 0,2 70,0 0,0 15,5 17,5 
pH (Q) -54,8 0,2 -219,3 0,0 -55,9 -52,8 
1L e 2L 1,2 0,3 4,3 0,1 0,0 2,5 
1L e  3L -5,0 0,3 -17,3 0,1 -6,2 -3,8 
1L e 4L 2,5 0,3 8,6 0,0 1,2 3,8 
2L e 3L 0,8 0,3 2,6 0,0 -0,5 2,0 
2 L e 4 L 2,0 0,3 6,0 0,0 0,5 3,0 
3L e 4L -5,5 0,3 -19,0 0,0 -6,7 -4,2 
 
Analisando a Tabela 13 pode-se observar que os resultados do 
intervalo de confiança mostram que todos os fatores lineares e 
quadráticos foram estatisticamente significativos, apenas a interação 
entre H2O2 e corante não influenciou na reação enzimática. Se 
comparado com o RB 221 quando estava isolado na reação, pode-se 
observar que a interação entre a enzima e pH não foi significativa 
naquele estudo e passou a ser na dicromia. Quando mais de um corante 
está presente em solução, existem mais competidores pelo sítio ativo da 
enzima, provavelmente o corante que degradar em um pH mais próximo 
à faixa de pH ótimo de atuação da enzima será degradado primeiro, 
enquanto o outro corante será degradado posteriormente e numa 
velocidade menor. Na Figura 25, pode-se observar a curva de nível para 
H2O2 e enzima em relação à resposta descoloração de corante. 
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Figura 25- Curva de nível para os fatores H2O2 e enzima em relação à 
resposta descoloração do corante RB 221 na dicromia RB 221 + RR 
195. 
 
 
Na Figura 25, observa-se que as máximas descolorações foram 
obtidas em concentrações de enzima de 487,06 ou 811,77 U/mL, 31,25 
µmol/L de H2O2, 60 mg/L de corante e  pH 5,5 (ensaios 18 e 21) e em 
pontos próximos ao ponto central. Se comparado com o gráfico 
apresentado na Figura 23, pode-se observar que houve uma mudança no 
tipo de gráfico. No estudo utilizando corante isolado a máxima 
descoloração foi obtida pontualmente no ensaio 21, já com corante na 
mistura foi observado um aumento na faixa de descoloração que abrange 
principalmente pontos próximos ao ponto central. O modelo de 
descoloração do corante RB 221 na dicromia RB 221 + RR 195 pela 
enzima HRP é apresentado na Equação 19. 
 
 
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22
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(19) 
Na Tabela 14, é possível observar a análise de variância 
(ANOVA) do modelo obtido.  
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Tabela 14 - Análise de variância para o corante RB 221 na dicromia RB 
221 + RR 195. 
Fonte de 
variação 
Soma 
Quadrática 
Graus de 
Liberdade 
Média 
Quadrática 
F 
calculado 
F 
tabelado 
Regressão 28238,5 14 2017,0   
Resíduos  905,6 12 75,4 26,8 2,5 
Falta de 
Ajuste 
8307,4 10 830,7   
Erro puro 0,67 2 0,34 2443,2 4,1 
Total 29144,1 26    
Variação explicada: 0,7150% 
Variação máxima explicável: 0,3823 % 
 
Na Tabela 14, observa-se que a soma quadrática dos erros é 
pequena, indicando que o modelo poderia ser considerado bom, porém o 
F calculado para o erro puro em relação à falta de ajuste é muito alto 
indicando falta de ajuste. Pode-se observar que em relação ao corante 
RB 221 analisado de forma isolada e na mistura, o efeito sinergético da 
presença de mais de um corante em solução provocou um aumento no 
R
2
 e no ajuste. O R
2 
aumentou de 64,0% para 71,5%, enquanto o ajuste 
ao modelo aumentou de 22,1% para 38,2% 
 
4.1.5.2. Degradação enzimática do RR 195 na dicromia RB 221 + RR 
195 
 
A partir dos resultados obtidos na Tabela 12 para o corante RR 
195 realizou-se uma análise dos efeitos em relação à resposta, os 
resultados obtidos estão apresentados na Tabela 15. 
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Tabela 15 - Cálculo dos efeitos e respectivos índices estatísticos para o 
corante RR 195 na dicromia RB 221 + RR 195. 
Fator 
Efeit
o 
Erro 
padrão 
t 
Studen
t 
p 
Limite de confiança 
       -95%     +95% 
Média/interações 22,3 0,9 25,3 0,0 18,5 26,1 
(1)Enzima (L) 2,5 0,6 4,0 0,0 -0,2 5,2 
Enzima (Q) -4,9 0,6 -7,4 0,0 -7,8 -2,1 
(2) H2O2 (L) 2,6 0,6 4,3 0,0 -0,0 5,3 
H2O2 (Q) -5,2 0,6 -7,8 0,0 -8,0 -2,3 
(3) Corante (L) -4,1 0,6 -6,7 0,0 -6,8 -1,5 
Corante (Q) -5,4 0,6 -8,2 0,0 -8,3 -2,6 
(4) pH (L) 5,8 0,6 9,3 0,0 3,1 8,5 
pH (Q) -13,6 0,6 -20,6 0,0 -16,5 -10,8 
1L e 2L 0,0 0,7 0,0 1,0 -3,3 3,3 
1L e  3L -0,5 0,7 -0,6 0,6 -3,8 2,8 
1L e 4L 1,8 0,7 2,3 0,1 -1,5 5,0 
2L e 3L 1,0 0,7 1,3 0,3 -2,3 4,3 
2 L e 4 L 0,0 0,7 0,3 0,8 -3,0 3,1,5 
3L e 4L -1,8 0,7 -2,3 0,1 -5,0 1,5 
 
Analisando a Tabela 15 pode-se observar que os resultados do 
intervalo de confiança mostram que os efeitos lineares do corante e do 
pH e os efeitos quadráticos da enzima, do H2O2, do corante e do pH são 
estatisticamente significativos. Observa-se que nenhuma interação 
influenciou de forma significativa na descoloração do corante RR 195 
na dicromia RB 221 + RR 195. Estes fatores significativos influenciam 
fortemente as reações enzimáticas. A enzima peroxidase é dependente 
de peróxido para poder catalisar qualquer reação, só conseguindo 
degradar o substrato (corante) se este tiver acesso ao seu sítio ativo para 
sofrer a catálise e para que esta reação ocorra a enzima tem que estar 
atuando numa faixa ótima de pH.  
Na Figura 26, pode-se observar a curva de nível para os fatores 
corante e pH em relação a resposta descoloração de corante. 
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Figura 26- Curva de nível para os fatores corante e pH em relação à 
resposta descoloração do corante RR 195 na dicromia RB 221 + RR 
195. 
 
Na Figura 26, observa-se que a máxima descoloração 25% foi 
obtida em pH 5,5 (ensaio 21). Em pontos próximos ao ponto central 
também foram obtidas descolorações entre 21-24%. O modelo de 
descoloração do corante RR 195 na dicromia RB 221 + RR 195 pela 
enzima HRP é apresentado na Equação 20. 
    










pHcorante
coranteOHenzima
Des
9,20,2
][7,2][5,2][4,23,22 2222
2
 (20) 
Na Tabela 16, é possível observar a análise de variância 
(ANOVA) do modelo obtido. 
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Tabela 16 - Análise de variância para o corante RR 195 na dicromia RB 
221 + RR 195 
Fonte de 
variação 
Soma  
Quadrática 
Graus de 
Liberdade  
Média  
Quadrática 
F  
calculado 
F  
tabelado 
Regressão 1842,2 14 131,6   
Resíduos  114,1 12 9,5 13,6 2,5 
Falta de 
Ajuste 
531,8 10 53,2   
Erro puro 4,6 2 2,3 23,1 4,1 
Total 1956,3 26    
Variação explicada: 0,7258 % 
Variação máxima explicável: 0,4059 
 
Na Tabela 16 observa-se que a soma quadrática dos erros é 
pequena, o que nos indica que esse modelo poderia ser considerado 
bom. O valor de F calculado para o erro puro em relação à falta de ajuste 
é maior que o tabelado, indicando falta de ajuste ao modelo. Foi obtido 
um R
2
 de 72,6%. 
 
4.1.6. Degradação enzimática da dicromia RB 198 + RR 195 
 
4.1.6.1. Degradação enzimática do RB 198 na dicromia RB 198 + RR 
195 
 
O planejamento experimental da descoloração enzimática da 
dicromia RB 198 + RR 195 com as respostas obtidas para cada corante é 
apresentado na Tabela 17. Nestes estudos todas as análises estatísticas 
são apresentadas separadamente. 
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Tabela 17 - Planejamento experimental da descoloração enzimática dos 
corantes RB 198+ RR 195. 
Ensaio 
Enzima 
U/ml 
H2O2 
µmol/L 
Corante 
mg/L 
pH 
D RB 198 
(%) 
D RR 195 
(%) 
1  324,71  25,00 40,00 4,0 18 0 
2 324,71 25,00 40,00 7,0 59 0 
3 324,71 25,00 80,00 4,0 8 2 
4 324,71 25,00 80,00 7,0 56 0 
5 324,71 37,50 40,00 4,0 16 0 
6 324,71 37,50 40,00 7,0 61 0 
7 324,71 37,50 80,00 4,0 7 1 
8  324,71 37,50 80,00 7,0 64 0 
9  649,42 25,00 40,00 4,0 31 0 
10  649,42 25,00 40,00 7,0 66 0 
11  649,42 25,00 80,00 4,0 12 0 
12  649,42 25,00 80,00 7,0 53 0 
13  649,42 37,50 40,00 4,0 28 0 
14  649,42 37,50 40,00 7,0 66 0 
15  649,42 37,50 80,00 4,0 48 0 
16  649,42 37,50 80,00 7,0 69 0 
17  162,35 31,25 60,00 5,5 59 0 
18  811,77 31,25 60,00 5,5 61 0 
19  487,06 18,75 60,00 5,5 51 0 
20  487,06 43,75 60,00 5,5 63 0 
21  487,06 31,25 20,00 5,5 61 0 
22  487,06 31,25 100,00 5,5 9 0 
23  487,06 31,25 60,00 2,5 0 0 
24  487,06 31,25 60,00 8,5 49 0 
25 487,06 31,25 60,00 5,5 60 0 
    26 487,06 31,25 60,00 5,5 61 0 
27   487,06 31,25 60,00 5,5 61 0 
 
 
Na Tabela 17 pode-se observar que, na degradação dos corantes 
RB 198 + RR 195, o corante RB 198 teve seus maiores aumentos de 
remoção em pH 7 (ensaios 4, 8, 12 e 16), 56, 64, 53, 69%, 
respectivamente.  A máxima remoção foi obtida no estudo 16, quando 
foi utilizado 649, 42 U/mL de enzima, 37,50 µmol/L de H2O2, 80,00 
mg/L e pH 7,0. O corante RR 195 não apresentou remoções maiores que 
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2%, mas pôde ser observado o efeito sinergético causado por esse 
corante quando estava presente na dicromia com RB 198. 
Provavelmente com dois corantes em solução o RR 195 aumenta a 
velocidade de remoção do RB 198, já que esses corantes competem pelo 
sítio ativo da enzima. Nesse estudo, não foi observado o mesmo 
comportamento apresentado para a dicromia RB 221 + RR 195, somente 
o RB 198 apresentou degradação. 
Farias (2013) realizou a degradação da mistura de corantes RB 21 
+ RR 195, foi observado um aumento na degradação de ambos os 
corantes quando o outro estava presente. O RB 21 é um corante de 
ftalocianina que contém cobre em sua estrutura, conforme mecanismo 
apresentado Silva et al. (2012 b), o Cu
2+
 é liberado durante a reação.  O 
corante RB 221 também contém cobre em sua estrutura e possivelmente 
deve apresentar um mecanismo de degradação semelhante.   
Dawkar et al. (2009), realizaram a degradação de corantes têxteis 
com peroxidase. Os autores avaliaram o efeito de metais pesados na 
atividade da enzima, quando foi utilizada a peroxidase do Bacillus sp. 
VUS os metais como Cu
2+
 inibiram a atividade da enzima em grandes 
concentrações, em pequenas concentrações não houve inibição. 
 Se existe essa possibilidade de a enzima não ser inibida por 
cobre, esse metal pode facilitar a interação do corante com a enzima, 
como por exemplo, tornando o sitio da enzima mais acessível e 
facilitando a degradação, não só desse corante como do outro presente 
da mistura. O corante RB 198 não possui cobre na estrutura 
provavelmente por isso que não consegue facilitar a degradação do 
corante RR 195.  
A partir dos resultados apresentados na Tabela 18 para o corante 
RB 198 na dicromia RB198+RR195 foram obtidos os efeitos, que estão 
apresentados na Tabela 18. 
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Tabela 18 - Cálculo dos efeitos e respectivos índices estatísticos para o 
corante RB 198 na dicromia RB 198+ RR 195. 
Fator Efeito 
Erro 
padrão 
t 
Studen
t 
p 
Limite de confiança 
       -95%      +95% 
Média/interações 60,6 0,3 182,0 0,0 59,2 62,1 
(1)Enzima (L) 7,3 0,2 31,1 0,0 6,3 8,3 
Enzima (Q) -1,2 0,2 -5,0 0,0 -2,3 -0,2 
(2) H2O2 (L) 6.6 0,2 28,3 0,0 5,6 7,7 
H2O2 (Q) -2,8 0,2 -11,0 0,0 -3,8 -1,7 
(3) Corante (L) -11,0 0,2 -46,7 0,0 -12,0 -10,0 
Corante (Q) -13,8 0,2 -55,0 0,0 -14,8 -12,7 
(4) pH (L) 35,3 0,2 149,9 0,0 34,3 36,3 
pH (Q) -19,0 0,2 -76,0 0,0 -20,1 -17,9 
1L e 2L 5,2 0,3 18,2 0,0 4,0 6,5 
1L e  3L 1,2 0,3 4,3 0,0 0,0 2,5 
1L e 4L -7,0 0,3 -24,2 0,0 -8,2 -5,8 
2L e 3L 7,8 0,3 26,8 0,0 6,5 9,0 
2 L e 4 L -0,5 0,3 -1,7 0,2 -1,8    1,0 
3L e 4L 1,0 0,3 3,4 0,1 -0,2 2,2 
 
 
Analisando a Tabela 18 pode-se observar que os resultados do 
intervalo de confiança mostram que todos os efeitos lineares e 
quadráticos e as interações entre enzima e H2O2, enzima e corante, 
enzima e pH e H2O2 e corante são estatisticamente significativos. 
Observa-se que as interações entre H2O2 e pH e corante e pH não 
influenciaram de forma significativa na descoloração do corante RB 198 
na dicromia RB 198 + RR 195. Todos os efeitos que foram 
significativos para o corante RB 198 isolado, também foram 
significativos na dicromia, porém quando o RB 198 foi analisado de 
forma isolada as interações entre enzima e H2O2 e enzima e corante não 
foram significativas, já no RB 198 na dicromia RB 198+ RR 195 as 
interações entre H2O2 e pH e corante e pH não foram significativas.  
Conforme já foi mencionado anteriormente em uma mistura, mais 
de um composto compete pelo sítio ativo da enzima, então as interações 
entre enzima e H2O2 e enzima e corante são essenciais. Na Figura 27, 
pode-se observar a curva de nível para os fatores corante e pH em 
relação a resposta descoloração do corante. 
109 
 
Figura 27- Curva de nível para os fatores corante e pH em relação à 
resposta descoloração do corante RB 198 na dicromia RB 198 + RR 
195. 
 
 
Na Figura 27, observa-se que a máxima descoloração 69% foi 
obtida com 649,42 U/mL de enzima, 37,50 µmol/L de H2O2, 80,00 
mg/L de corante em pH 7,0 (ensaio 16). Em pontos próximos ao ponto 
central e outros pontos com pH 7,0 foram obtidas eficiência de 
degradação em torno de 60%. Pode-se observar que na dicromia houve 
um aumento na eficiência de remoção de corante de 40 para 80mg/L. O 
modelo de descoloração do corante RB 198 na dicromia RB 198 + RR 
195 pela enzima HRP é apresentado na Equação 21. 
   
    
      


















pHOHpHenzima
coranteenzimaOHenzimapH
coranteOHenzimapH
coranteOHenzima
Des
22
22
22
2
22
22
9,35,3
6,0]][[6,26,17
][5,5][3,36,35,9
][9,6][4,1][6,06,60
2
 
(21) 
Na Tabela 19, é possível observar a análise de variância 
(ANOVA) do modelo obtido. 
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Tabela 19 - Análise de variância para o corante RB 198 na dicromia RB 
198 + RR 195. 
Fonte de 
variação 
Soma  
Quadrática 
Graus de 
Liberdade  
Média  
Quadrática 
F  
calculado 
F  
tabelado 
Regressão 12346,1 14 86,1   
Resíduos  1205,9 12 100,5 0,85 2,5 
Falta de 
Ajuste 
1514,8 10 151,5   
Erro puro 0,7 2 0,3 503,5 4,1 
Total 13552,0 26    
Variação explicada: 0,8881% 
Variação máxima explicável: 0,7577% 
 
Na Tabela 19, observa-se que a soma quadrática dos erros é 
pequena, o que nos indica que esse modelo poderia ser considerado 
bom, contudo valor de F calculado para o erro puro em relação à falta de 
ajuste é muito maior que o tabelado, indicando falta de ajuste ao 
modelo. Para este corante observou-se um efeito distinto do observado 
para o RB 221. A presença do corante RR 195 em solução ocasionou 
uma diminuição no R
2
 e no ajuste ao modelo. O R
2
 que era de 91,7% 
quando o corante RB 198 foi avaliado de forma isolada, diminui para 
88,8% quando este mesmo corante foi avaliado na dicromia, já o ajuste 
que era de 82,0% diminuiu para 75,8%. 
 
4.1.6.2. Degradação enzimática do RR 195 na dicromia RB 198 + RR 
195 
Conforme apresentado na Tabela 17 para o corante RR 195 não 
foi obtida degradação, como foi explicado anteriormente na discussão da 
Tabela 17.  
 
4.1.7. Degradação enzimática da dicromia RR 195 + RY 145 
 
O planejamento experimental para a dicromia RY 145 + RR 
195 foi realizado conforme seção 3.2.2. Em toda faixa estudada não foi 
obtida degradação para ambos os corantes. Como mencionado 
anteriormente, utilizando enzima peroxidase é muito difícil obter-se 
altos índices de degradações para esses corantes. Combinando outras 
técnicas ou utilizando outros micro-organismos muitas vezes poderá ser 
111 
 
possível obter uma degradação maior como citado anteriormente nos 
itens 4.1.3 e 4.1.4. 
 
4.1.8. Degradação enzimática da tricromia RB 221 + RR 195 + RY 
145 
O planejamento experimental para a tricromia RB 221 + RR 195 
+ RY 145 foi realizado conforme seção 3.2.2, porém os corantes foram 
avaliados isoladamente. O planejamento experimental com as respostas 
obtidas é apresentado na Tabela 20. 
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Tabela 20 - Planejamento experimental da descoloração enzimática dos 
corantes RB 221+ RR 195 + RY 145. 
Ensaio 
Enzima 
U/mL 
H2O2 
µmol/
L 
Corante 
mg/L 
pH 
D 
RR221 
(%) 
D 
RR 195 
(%) 
D 
RY 145 
(%) 
1  324,71  25,00 40,00 4,0 13 3 0 
2 324,71 25,00 40,00 7,0 27 7 0 
3 324,71 25,00 80,00 4,0 3 3 0 
4 324,71 25,00 80,00 7,0 25 7 0 
5 324,71 37,50 40,00 4,0 15 0 0 
6 324,71 37,50 40,00 7,0 30 8 0 
7 324,71 37,50 80,00 4,0 4 0 0 
8  324,71 37,50 80,00 7,0 28 8 0 
9  649,42 25,00 40,00 4,0 37 6 0 
10  649,42 25,00 40,00 7,0 43 11 0 
11  649,42 25,00 80,00 4,0 10 2 0 
12  649,42 25,00 80,00 7,0 29 10 0 
13  649,42 37,50 40,00 4,0 38 7 0 
14  649,42 37,50 40,00 7,0 47 13 0 
15  649,42 37,50 80,00 4,0 8 1 0 
16  649,42 37,50 80,00 7,0 41 12 0 
17  162,35 31,25 60,00 5,5 36 15 0 
18  811,77 31,25 60,00 5,5 90 21 0 
19  487,06 18,75 60,00 5,5 89 9 0 
20  487,06 43,75 60,00 5,5 89 21 0 
21  487,06 31,25 20,00 5,5 91 23 0 
22  487,06 31,25 100,00 5,5 84 19 0 
23  487,06 31,25 60,00 2,5 0 0 0 
24  487,06 31,25 60,00 8,5 2 2 0 
25 487,06 31,25 60,00 5,5 84 19 0 
26 487,06 31,25 60,00 5,5 86 19 0 
27   487,06 31,25 60,00 5,5 86 19 0 
 
Na Tabela 20, pode-se observar que as maiores degradações do 
corante RB 221, na mistura RB 221+ RR 195+ RY145, foram 90, 89, 
89, 91, 84 e 85% obtidas nos ensaios 18, 19, 20, 21, 22 e na triplicata do 
ponto central, respectivamente. Quando esse corante foi avaliado de 
forma isolada foram obtidas degradações de 31, 27, 58, 89, 19 e 31%. 
Pode-se observar que sem a presença dos outros corantes, só o ensaio 21 
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apresentava um alto índice de degradação. Em relação à dricromia, a 
presença de outro corante (RY 145) aumentou a eficiência de remoção 
nos estudos 19 e 22. O que provavelmente é uma evidência que o 
aumento do número de corantes em solução pode causar um aumento da 
eficiência de remoção de corantes.  
O corante RR 195 não apresenta altos índices de degradação 
comparando-se ao RB 221, as maiores degradações para esse corante 
foram de 21, 21, 23, 19, e 19%, nos ensaios 18, 20, 21, 22 e na triplicata 
do ponto central, respectivamente. Vale ressaltar que quando analisado 
de forma isolada, a máxima degradação obtida para este corante foi 8%. 
Destaca-se que o efeito sinergético do aumento da remoção foi obtido 
nos mesmos ensaios que o RB 221, com exceção do ensaio 19, que 
apresentou baixo índice de remoção para o corante RR 195. 
 A presença dos outros corantes não auxiliou na degradação do 
corante RY 145, para este corante não foi obtida degradação. Resultados 
similares foram descritos por Cristóvão et al. (2009), que realizaram a 
degradação de uma mistura dos corantes reativos (Preto reativo 5 (RB 
5), amarelo reativo 15 (RY 15) e vermelho reativo 239 (RR 239)) 
utilizando uma lacase comercial. Os autores observaram quando 
misturados RB 5 e RR 239 apresentam uma taxa de degradação (Vmax) 
mais elevada, enquanto que o corante RY 15 apresenta uma velocidade 
inferior de degradação em relação aos corantes analisados de forma 
isolada.  
 
4.1.8.1. Degradação enzimática do RB 221 na tricromia RB 221 + RR 
195 + RY 145 
 
A partir dos resultados obtidos na Tabela 20 para o corante RB 
221 na tricromia RB 221 + RR 195 + RY 145 realizou-se uma análise 
dos efeitos em relação à resposta  degradação do corante. Os cálculos 
dos efeitos e respectivos índices estatísticos para o corante RB 221 na 
tricromia RB 221 + RR 195 + RY 145 são apresentados na Tabela 21. 
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Tabela 21 - Cálculo dos efeitos e respectivos índices estatísticos para o 
corante RB 221 na tricromia RB 221 + RR 195 + RY 145. 
 
Fator Efeito Erro 
padrão 
t 
Studen
t 
p Limite de confiança 
       -95%      +95% 
Média/interações 85,3 0,6 128,0 0,0 84,5 88,2 
(1)Enzima (L) 18,0 0,5 38,2 0,0 16,0 20,0 
Enzima (Q) -23,0 0,5 -45,8 0,0 -25,0 -20,8 
(2) H2O2 (L) 2,0 0,5 4,2 0,0 -0,0 4,0 
H2O2 (Q) -9,9 0,5 -19,8 0,0 -12,0 -7,8 
(3) Corante (L) -9,6 0,5 -20,5 0,0 -11,7 -7,6 
Corante (Q) -10,7 0,5 -21,3 0,0 -12,8 -8,5 
(4) pH (L) 12,6 0,5 25,8 0,0 10,1 14,2 
pH (Q) -53,9 0,5 -107,8 0,0 -56,1 -51,8 
1L e 2L 0,8 0,6 1,3 0,3 -1,7 3,2 
1L e  3L -6,5 0,6 -11,2 0,6 -9,0 -4,0 
1L e 4L -1,0 0,6 -1,7 0,2 -3,5 1,5 
2L e 3L 0,5 0,6 0,9 0,5 -2,0 3,0 
2 L e 4 L 2,5 0,6 4,3 0,0 0,0 5,0 
3L e 4L 6,8 0,6 11,7 0,0 4,2 9,2 
 
 
Analisando Tabela 21 pode-se observar que os resultados do 
intervalo de confiança mostram que os efeitos lineares da enzima, do 
corante e do pH, os efeitos quadráticos da enzima, do H2O2, do corante e 
do pH e as interações entre enzima e corante, H2O2 e pH e corante e pH 
foram estatisticamente significativas. Como observado nos estudos 
anteriores, o pH é um fator que influência fortemente as reações 
enzimáticas. Cada enzima atua em uma faixa ótima de pH e fora dessa 
faixa pode haver alteração na estrutura tridimensional da enzima e a 
perda da atividade enzimática. Na Tabela 20 é possível verificar esse 
efeito, em pHs extremo 2,5 e 8,5 (ensaios 23 e 24), praticamente não 
foram obtidas degradações.  
 Na Figura 28, pode-se observar a curva de nível para o fator pH 
e enzima em relação à resposta descoloração de corante. 
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Figura 28- Curva de nível para os fatores pH e enzima em relação à 
resposta descoloração do corante RB 221 na tricromia RB 221 + RR 195 
+ RY 145. 
 
 
Na Figura 28, observa-se que a máxima descoloração 91% foi 
obtida no estudo 21 em pH 5,5 e em pontos próximos a do ponto central. 
Pela curva de nível é possível observar que à medida em que o pH 
diminui, há uma diminuição na eficiência de descoloração, em pH 2,5 
não foi obtida remoção. O mesmo comportamento foi observado com o 
aumento do pH, em pH 8,5 praticamente não houve degradação, apenas 
2%. Na Equação 22 é apresentado o modelo de descoloração do corante 
RB 221 na tricromia RB 221 + RR 195 + RY 145 pela enzima HRP. 
 
     
        














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pHcorantepHOHcoranteenzima
pHcoranteenzimapH
coranteOHenzima
Des
4,32,12,3
1,6][8,40,90,27
][3,5][9,4][4,113,85
22
2
22
22
2
 (22) 
Na Tabela 22, é possível observar a análise de variância 
(ANOVA) do modelo obtido.  
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Tabela 22 - Análise de variância para o corante RB 221 na tricromia RB 
221 + RR 195+ RY 145. 
Fonte de 
variação 
Soma  
Quadrática 
Graus de 
Liberdade  
Média  
Quadrática 
F  
calculado 
F  
tabelado 
Regressão 23236,6 14 1659,8   
Resíduos  4492,4 12 374,4 4,4 2,5 
Falta de 
Ajuste 
7424,9 10 3712,4   
Erro puro 2,6 2 1,3 2855,7 4,1 
Total 27729,0 26    
Variação explicada: 0,7321% 
Variação máxima explicável: 0,4196% 
 
Na Tabela 22, observa-se que a soma quadrática dos erros é 
pequena, por isso o modelo poderia ser considerado bom, contudo o 
valor de F calculado para o erro puro em relação à falta de ajuste é 
muito grande, indicando falta de ajuste ao modelo. Conforme foi 
observado no estudo da degradação da dicromia dos corantes RB221 + 
RR 195, o efeito sinergético de mais de um corante em solução 
ocasionou um aumento no R
2
 e no ajuste ao modelo. Quando o corante 
RB 221 estava isolado foi obtido um R
2
 de 64,0%, que na dicromia 
aumentou para 71,4% e para 73,2% na tricromia. O  ajuste ao modelo 
que era de 22,1% quando considerou-se o corante isolado, aumentou 
para 38,2% na dicromia e 42,0% na tricromia, melhorando em 20,0%. 
Este aumento provavelmente é devido à melhoria na eficiência de 
degradação ocorrida quando mais de um corante está presente em 
solução, que faz com que o aumento da degradação aumente o R
2 
e o 
ajuste ao modelo. 
 
4.1.8.2. Degradação enzimática do RR 195 na tricromia RB 221 + RR 
195 + RY 145 
 
A partir dos resultados obtidos na Tabela 22 para o corante RR 
195 na tricromia RB 221 + RR 195 + RY 145 realizou-se uma análise 
dos efeitos em relação à resposta, os resultados obtidos, porém a análise 
para este corante na tricromia não foi significativa e por isso não será 
apresentado o planejamento experimental. 
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4.1.8.3. Degradação enzimática do RY 145 na tricromia RB 221 + RR 
195 + RY 145 
 
Para o corante RY 145 não foi obtida degradação. O efeito 
sinergético observado para os corantes RB 221 e RR 195, não foi 
observado para o corante RY 145, que não degrada de forma isolada e 
nem em misturas de corantes, porém auxiliou na remoção dos corantes 
RB 221 e RR 195. 
 
4.1.9. Degradação enzimática da tricromia RB 198 + RR 195 + RY 
145 
 
O planejamento experimental para a tricromia RB 198 + RR 195 
+ RY 145 foi realizado conforme seção 3.2.2, porém os corantes foram 
avaliados isoladamente. O planejamento experimental com as respostas 
obtidas é apresentado na Tabela 23. 
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Tabela 23 - Descoloração do corante RB 198 na tricromia RB 198 + 
RR195+ RY 145. 
Ensaio Enzima 
U/ml 
H2O2 
µmol/L 
Corante 
mg/l 
pH D RB 
198 (%) 
D RR 
195 
(%) 
D RY 
145 
(%) 
1  324,71  25,00 40,00 4,0 22 0 0 
2 324,71 25,00 40,00 7,0 60 0 0 
3 324,71 25,00 80,00 4,0 10 0 0 
4 324,71 25,00 80,00 7,0 60 0 0 
5 324,71 37,50 40,00 4,0 24 0 0 
6 324,71 37,50 40,00 7,0 60 0 0 
7 324,71 37,50 80,00 4,0 12 0 0 
8  324,71 37,50 80,00 7,0 60 0 0 
9  649,42 25,00 40,00 4,0 26 0 0 
10  649,42 25,00 40,00 7,0 69 0 0 
11  649,42 25,00 80,00 4,0 17 0 0 
12  649,42 25,00 80,00 7,0 69 0 0 
13  649,42 37,50 40,00 4,0 26 0 0 
14  649,42 37,50 40,00 7,0 66 0 0 
15  649,42 37,50 80,00 4,0 19 0 0 
16  649,42 37,50 80,00 7,0 69 0 0 
17  162,35 31,25 60,00 5,5 63 0 0 
18  811,77 31,25 60,00 5,5 66 0 0 
19  487,06 18,75 60,00 5,5 64 0 0 
20  487,06 43,75 60,00 5,5 64 0 0 
21  487,06 31,25 20,00 5,5 63 0 0 
22  487,06 31,25 100,00 5,5 67 0 0 
23  487,06 31,25 60,00 2,5 0 0 0 
24  487,06 31,25 60,00 8,5 43 0 0 
25 487,06 31,25 60,00 5,5 61 0 0 
26 487,06 31,25 60,00 5,5 62 0 0 
27 487,06 31,25 60,00 5,5 63 0 0 
 
Na Tabela 23, observa-se que quando o RB 198 foi analisado na 
mistura de corantes, houve um efeito sinergético de aumento da 
degradação. Foram obtidas remoções de 60, 69, 69, 69, 67%, nos 
ensaios 4, 8, 12, 16 e 22, respectivamente. Esse aumento foi 
praticamente o mesmo obtido quando foi avaliada a dicromia do RB 198 
+ RR 195 e só o ensaio 22 que naquela dicromia não havia apresentado 
esse aumento. 
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Pode-se observar que para os corantes RR 195 e RY 145 não 
houve degradação em presença de outros corantes. Khan et al., 2014 
realizaram a degradação de 15 diferentes corantes entre esses o RR 195 
por um consórcio bacteriano. Foi obtido mais de 50% de descoloração 
na mistura de corantes. Os autores observaram que a quebra dos anéis 
aromáticos do RR 195 geraram vários hidrocarbonetos alifáticos de 
baixa massa molar, além de prótons de –CH2 e -OCH2. 
Shilpa, Niranjan e Vishwas (2012) realizaram a degradação do 
corante RY 145 por Bacillus boroniphilus. Os autores apresentaram a 
proposta do mecanismo que ocorre através de uma clivagem oxidativa 
gerando como intermediário 1 composto dissulfonato e dois derivados 
sulfônicos e em uma segunda etapa de dessulfonação gerando 2 
derivados de amina aromática e um de amina e fenol. 
Tilli et al. (2011) reportaram a degradação dos corantes vermelho 
ácido 42 (Are 42), preto ácido 1 (Aba 1), preto ácido 194 (Aba 194) e 
azul reativo 69 (Rbu 69) individualmente e misturados. Os corantes Rbu 
69 e Are 42 não apresentaram diferenças significativas na degradação 
isolados ou em misturas. Aba 1 e Aba 194 apresentaram o mesmo grau 
de degradação, porém em períodos maiores de reação. Segundo os 
autores, este comportamento sugere que Rbu 69 e Are 42 causam um 
efeito de atraso da degradação dos outros corantes. Somente após a 
degradação desses corantes os demais são oxidados. 
Uma avaliação da remoção de cor a partir de soluções do corante 
Laranja II por HRP foi realizada por Cordova et al.(2012), utilizando a 
metodologia de superfície de resposta. Estes autores relataram que as 
conversões foram fortemente influenciadas pelo pH seguido pelas 
concentrações do biocatalisador e do H2O2. 
 
4.1.9.1. Degradação enzimática do RB 198 na tricromia RB 198 + RR 
195 + RY 145 
 
A partir dos resultados obtidos na Tabela 23 para o corante RB 
198 na tricromia RB 198 + RR 195 + RY 145 realizou-se uma análise 
dos efeitos em relação à resposta, os resultados obtidos estão 
apresentados na Tabela 24. 
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Tabela 24 - Cálculo dos efeitos e dos seus respectivos índices 
estatísticos para o corante RB 198 na mistura RB 198+ RR 195 + 
RY145. 
Fatores Efeitos Erro 
padrão 
t 
Studen
t 
p Limite de confiança 
-95%      +95% 
Média/ 
interações 
62,0 0,6 107,4 0,0 59,5 64,5 
(1) Enzima (L) 4,9 0,4 12,0 0,0 3,2 6,6 
Enzima (Q) -2,7 0,4 -6,3 0,0 -4,6 -0,9 
(2) H2O2 (L) 0,2 0,4 0,6 0,6 -1,5 2,0 
 H2O2 (Q) -3,0 0,4 -6,9 0,0 -4,8 -1,1 
(3) Corante (L) -2,4 0,4 -5,9 0,0 -4,2 -0,6 
Corante (Q) -2,5 0,4 -5,7 0,0 -4,3 -0,6 
(4)- pH (L) 36,9 0,4 90,4 0,0 35,2 38,6 
pH (Q) -24,3 0,4 -55,9 0,0 26,1 -22,4 
1L e 2L -0,6 0,5 -1,2 0,3 -2,8 1,5 
1L e 3L 1,4 0,5 2,8 0,1 -0,8 3,5 
1L e 4L 1.6 0,5 3,2 0,1 -0,5 3,8 
2L e 3L 0,6 0,5 1,2 0,3 -1,5 2,8 
2L e 4L -1,1 0,5 -2,2 0,1 -3,3 1,0 
3L e 4L 5,4 0,5 10,8 0,1 3,2 7,5 
 
Analisando Tabela 24 pode-se observar que os resultados do 
intervalo de confiança mostram que o efeito linear da enzima, do 
corante, do pH e os efeitos quadráticos da enzima, do H2O2, do corante e 
do pH são estatisticamente significativos, no entanto, os efeitos linear do 
H2O2 e as interações entre enzima e pH, H2O2 e corante e H2O2 e pH que 
eram significativas quando o RB 198 foi analisado de forma isolada, 
deixaram de ser significativos.  
 Na Figura 29, pode-se observar a curva de nível para o fator pH 
e enzima em relação à resposta descoloração de corante. 
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Figura 29- Curva de nível para os fatores pH e enzima em relação à 
resposta descoloração do corante RB 198 na tricromia RB 198 + RR 195 
+ RY 145. 
 
Na Figura 29, observa-se que a máxima descoloração 69% foi 
obtida na concentração de enzima 649,42 U/mL, nas concentrações de 
H2O2 25,0 e 37,5 µmol/L, nas concentrações de corante 40 e 80 mg/L e 
em pH 7,0. O modelo de descoloração do corante RB 198 na tricromia 
RB 198 + RR 195 + RY 145 pela enzima HRP é apresentado na 
Equação 23. 
 
     
   














pHcorante
pHcoranteenzimapH
coranteOHenzima
Des
7,2
1,12][2,14,21,12
][2,1][5,1][4,10,62
2
22
22
2
 (23) 
Na Tabela 25, é possível observar a análise de variância 
(ANOVA) do modelo obtido. 
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Tabela 25 - Análise de variância para o corante RB 198 na tricromia RB 
198 + RR 195+ RY 145. 
Fonte de 
variação 
Soma 
Quadrática 
Graus de 
Liberdade 
Média 
Quadrática 
F 
calculado 
F 
tabelado 
Regressão 11750,1 14 839,3   
Resíduos  1796,4 12 149,7 5,6 2,5 
Falta de 
Ajuste 
1570,1 10 157,0   
Erro puro 2,00 2 1 157,0 4,1 
Total 13546,5 26    
Variação explicada: 0,8839% 
Variação máxima explicável: 0,7485% 
 
Na Tabela 25, observa-se que a soma quadrática dos erros é 
pequena, o que nos indica que o modelo é bom, o valor de F calculado 
para o erro puro em relação à falta de ajuste é grande indicando falta de 
ajuste. Para o RB 198 nesta tricromia foi observado um comportamento 
diferente do apresentado para o corante RB 211, com o aumento da 
quantidade de corantes em solução, diminui o R
2
 e o ajuste ao modelo. 
O R
2
 que foi de 91,7% na análise do corante RB 198 isolado, diminui 
para 88,8% quando este corante foi avaliado na dicromia e para 88,4% 
quando este corante foi avaliado na tricromia, já o ajuste diminui de 82,0 
% na análise do corante isolado, para 75,8% na dicromia e 74,8% na 
tricromia.  
Nos estudos do efeito da presença de mais de um corante presente 
em solução pôde ser observado que, quanto maior a quantidade de 
corantes presentes em solução, melhor a eficiência de remoção. Quando 
os corantes RB 221 e RB 198 foram avaliados de forma isolada, a 
máxima remoção foi obtida em somente alguns estudos.  
Para o RB 221 +RR 195 nos estudos de dicromia observou-se um efeito  
sinergético do aumento de remoção, para ambos corantes. Na tricromia 
foi observado esse mesmo efeito e adicionalmente uma maior eficiência 
de remoção em mais alguns estudos quando foi adicionado o corante RY 
145, apesar desse corante não apresentar remoção, ele aumenta a 
velocidade dos outros dois corantes presentes na tricromia.  
Para o RB 198 + RR 195 nos estudos da dicromia foi observado 
um efeito sinergético do aumento de remoção na presença do RR 195, 
mas somente o RB 198 apresentou remoção. Na tricromia foi observado 
um aumento de remoção em mais alguns estudos na presença do RY 
145, porém nem o RR 195, nem o RY 145 apresentaram remoção. 
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Na Tabela 26 é apresentada uma síntese dos resultados obtidos 
nessa etapa do trabalho. Nessa tabela enzima é representada por (1), 
peróxido de hidrogênio (2), corante (3) e pH (4). 
 
Tabela 26- Síntese dos resultados obtidos na etapa de estudo da 
presença de mais de um corante em solução. 
Corante, 
dicromia ou 
tricromia 
Máxima 
remoção 
Condições 
da máxima 
remoção 
Fatores 
Significativos 
R
2
 
RB 221 89% 
 
Estudo 21 
 
Linear: 2,3 e 4 
Quadrático: 1, 3 
e 4 
64% 
 
 
RB 198 
71% Estudo 14 
 
Todos Lineares 
e quadráticos 
91,7% 
 
 
RR 195 
 
8% 
- - - 
RY 145 < 2% - - - 
 
RB 221 + 
RR 195 
RB 221: 
92% 
RR 195: 
25% 
RB 221: 
Estudos 18 e 
21 
RR 195: 
Estudo 21 
RB 221: Todos 
lineares e 
quadráticos 
RR 195: Linear: 
3 e 4 
Quadrático: 
1,2,3 e 4 
RB 221: 
71% 
RR 195: 
72,6% 
 
 
RB 198 + 
RR 195 
 
RB 198: 
69% 
RR 195: < 
2% 
RB 198: 
Estudo 16 
RB 198: Todos 
Lineares e 
quadráticos 
RB 198: 
88,8% 
 
 
RB 221 + 
RR 195 + 
RY 145 
 
 
 
RB 221: 
91% 
RR 195: 23 
% 
RY 145: 0 % 
RB 221: 
Estudos 18, 
19, 20, 21 
RR 195: 
Estudos 18, 
20, 21 
RB 221: Linear: 
1,3 e 4 
Quadrático: 1, 2, 
3 e 4 
 
RB 221: 
73,2% 
RR 195: 
Análise não 
significativa 
RY 145: - 
RB 198 + 
RR 195 + 
RY 145 
RB 198: 
71% 
RR 195: 0 % 
RY 145: 0 % 
RB 198: 
Estudos 4, 8, 
12, 16, 22 
RB 198: Linear: 
1, 3 e 4 
Quadrático: 1, 2, 
3 e 4. 
RB 198: 
88,4% 
RR 195: - 
RY 145: - 
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4.2. Reúso do efluente do processo de tingimento 
 
4.2.1. Avaliação da perda de cor do tecido (ΔE*) 
 
O estudo do reúso do efluente do processo de tingimento foi 
realizado em duas etapas. Primeiramente o tecido foi tingido com a 
tricromia de corantes RB 198 + RR 195 + RY 145, utilizando uma RB: 
1:8. Após a etapa de tingimento, foram separados 50% do efluente de 
tingimento para posterior reúso 1. O reúso foi realizado conforme item 
3.2.6, utilizando 50% do efluente de tingimento + 50% de água limpa. 
Para comparar realizou-se uma lavagem enzimática (item 3.2.5.1) com 
100% de água limpa. Na tabela 27 é apresentada a comparação dos 
tecidos que passaram pelo reúso 1 e pela lavagem enzimática, em 
relação a um padrão sem lavagem, que passou apenas por um rápido 
enxágue a 30 ºC durante 10 min, para remover o excesso de corante não 
fixado à fibra de algodão. 
 
Tabela 27 - Comparação dos tecidos tingidos sem lavagem (padrão) em 
relação aos tecidos do processo de reúso e lavagem enzimática. 
Tecido              
Padrão  27,69 31,79 -7,12 - 
Reúso 1 28,23±0,23 34,78±0,23 -5,76±0,17 3,31±0,28 
Lavagem 
enzimática 
28,91±0,41 35,63±0,32 -4,85±0,30 4,64±0,45 
 
Na Tabela 27 é possível observar que com o processo de reúso foi 
obtida uma menor perda de cor em relação ao tecido que passou pela 
lavagem enzimática. Todos os parâmetros se aproximaram dos valores 
do padrão.  
O parâmetro luminosidade (L*), que varia de 0 a 100, foi mais 
próximo do mínimo, indicando que houve uma pequena perda de cor. O 
parâmetro a*, que é a variação de cor no eixo vermelho/verde, foi 
positivo indicando que houve uma maior tendência de cor ao vermelho. 
O parâmetro b*, que é a variação de cor no eixo azul/amarelo, foi 
negativo indicando uma tendência de cor maior para o azul. 
 Todos esses parâmetros são sintetizados no valor     , que foi 
menor para o reúso 1 em relação a lavagem enzimática. Quanto mais 
esse valor de     aproxima-se de zero, mais próxima a cor está do 
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padrão. Na Figura 30, é apresentada a comparação entre lavagem 
enzimática e reúso em relação ao padrão.  
 
Figura 30- Comparação entre a lavagem enzimática e reúso 1. 
 
 
Pela Figura 30 pode-se observar que visualmente ambos os 
estudos (reúso 1 e lavagem enzimática),  apresentaram cores próximas 
as do padrão, porém essa diferença pôde ser observada no valor    , 
conforme observado na Tabela 27. Vale ressaltar que o reúso 1 foi 
realizado reutilizando 50% do efluente de tingimento, um efluente rico 
em eletrólitos e corantes hidrolisados, enquanto a lavagem enzimática 
foi realizada em água limpa. 
 O processo de biodegradação é dependente de muitos fatores, de 
acordo com Solis et al. (2012), entre estes estão incluídos a estrutura do 
corante azo, salinidade, pH, temperatura e concentração de corante.  
A atividade da peroxidase obtida da Perenniporia subacida 
(Pspd) foi observada por Si e Cui (2013). Estes autores observaram um 
aumento na atividade da enzima de aproximadamente 130% na presença 
de 100,0 mmol/L de NaCl, na presença de 400,0 mmol/L deste mesmo 
sal a atividade retornou a seu nível original.  
A remoção da mistura dos corantes amarelo ácido 42, vermelho 
ácido 374 e azul ácido 80 por Pleurotus sp com ou sem aditivos, foi 
estudada por Ciullini et al. (2012). Foi reportado que a mistura 
descoloriu em até 80% sem aditivos e 82-83% na presença de aditivos.        
De acordo com Zille et al. (2003), a força iônica das soluções 
enzimáticas influencia na performance biocatalítica. Altas quantidades 
de sal no efluente de tingimento melhoram o acoplamento eletrostático 
de corantes aniônicos e proteínas com carga positiva, formando 
agregados estáveis enzima-substrato.  
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Azul reativo 19, azul reativo 221 foram removidos por Abadulla 
et al. (2000), utilizando Trametes hirsuta para reutilização do efluente 
do tingimento. Os autores reportaram que a remoção dos produtos ou a 
inativação da enzima interferiram no tingimento uma vez que os valores 
de K/S foram menores do que os obtidos utilizando água.  
 
4.2.2. Avaliação da solidez à lavagem 
  
Os testes de solidez à lavagem foram realizados de acordo com 
item 3.2.7.2. As medidas obtidas para as amostras de algodão tingidas 
com a tricromia de corantes são apresentadas na Tabela 28.  
 
Tabela 28- Solidez à lavagem dos tecidos após o reúso do efluente e 
lavagem enzimática. 
Tecido Solidez à lavagem 
100% algodão 
Padrão  3 
Reúso 1 2 
Lavagem enzimática 3 
 
Os resultados apresentados na Tabela 28 indicam que tanto o 
tecido que passou pelo processo de reúso 1, quanto o lavado na lavagem 
enzimática apresentaram baixas notas de solidez à lavagem (2-3), 
enquanto que o ideal seriam notas entre 4-5. Este comportamento, 
provavelmente é devido ao fato de que na mistura existem três corantes 
diferentes sendo degradados a diferentes velocidades.  
Bhunia et al. (2002), relataram a descoloração de diferentes 
corantes utilizados na indústria têxtil. O corante azul remazol foi 
degradado a uma taxa de reação de 0,017 mmol.L
-1
.min
-1
, crystal violeta 
a 0,02 mmol.L
-1
.min
-1
 e vermelho cibacron a 2,8 × 10
-3
 mmol.L
-1
.min
-1
.  
 
4.2.3. Reúso 2 e posterior lavagem com tensoativo EM8007 
 
O padrão definido para análise das amostras foi o tecido sem 
lavagem, apenas com 1 enxágue para retirar o excesso de corante não 
adsorvido pela fibra. Após o reúso 1 foi reutilizado 80% do banho 
desse processo para realizar o reúso 2. Ao final do processo de reúso 
2 foi realizada uma lavagem com tensoativo EM 8007 e comparado 
com o tecido lavado com esse mesmo tensoativo, tingido em água 
limpa. Os resultados referentes ao reúso 2 com posterior lavagem 
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com tensoativo EM8007, comparado com o tecido tingido em água 
limpa e lavado com tensoativo EM8007, são apresentados na Tabela 
29.   
Tabela 29 - Reúso 2 com posterior lavagem com tensoativo EM8807 e 
comparado com a lavagem com tensoativo EM8007. 
Tipo de 
lavagem 
             
Padrão  30,31 -8,48 -6,18 - 
Reúso 2 40,56±0,63 -3,31±2,23 0,27±0,55 13,00±0,43 
Tensoativo 
EM8007 
35,92±0,33 -5,73±0,32 -2,00±0,30 7,70±0,46 
 
Na Tabela 29, pode-se observar que o valor de 
    obtido no reúso 2, foi maior que o obtido para o tecido tingido em 
água limpa e lavado com tensoativo EM 8007. Esse comportamento já 
era esperado uma vez que no banho de reúso 1, em que foi realizado o 
tingimento, existiam muitos eletrólitos que restaram do primeiro 
tingimento, além de enzima H2O2 e tampão.  
Vale ressaltar que não foram utilizados fixadores e nenhum outro  
reagente que auxilia na fixação da cor ao tecido e que o pH também não 
foi corrigido, estes fatores poderiam levar a menores valores de      que 
 poderia ser bem próximo aos obtidos com os tecidos que foram tingidos 
em água limpa e lavados com tensoativo EM 8007.  
Destaca-se ainda que se comparado com a Tabela 27 os valores 
obtidos com a lavagem enzimática e reúso 1 são bem menores se 
comparada a lavagem com tensoativo EM 8007, em que foi obtido 
um     de 7,70. 
 Na Tabela 30, são apresentados os resultados de solidez à 
lavagem para os tecidos que passaram pelo reúso 2 e pela lavagem 
química com tensoativo EM 8007. 
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Tabela 30- Solidez à lavagem dos tecidos após o reúso 2 e lavagem e  
química. 
Tecido Solidez à lavagem 
100% algodão 
Padrão  3 
Reúso 2 2 
Tensoativo  
EM 8007 
2 
 
Na Tabela 30 são apresentados os testes de solidez à lavagem 
para o reúso 2 e a lavagem química utilizando tensoativo EM 8007. 
Como pode ser observado foram obtidas baixas notas de solidez à 
lavagem para ambos os estudos. 
Na Figura 31 é apresentada a comparação do reúso 2 com o 
padrão e com o tingimento em água limpa com posterior lavagem com 
tensoativo EM8007. 
 
Figura 31- Comparação do reúso 2 com padrão e com o tingimento em 
água limpa com posterior lavagem com tensoativo EM8007. 
 
Na Figura 31 pode-se observar que tanto o tecido que passou pelo 
reúso 2, quanto o que passou pelo tingimento em água limpa e posterior 
lavagem com tensoativo EM 8007, apresentaram visualmente uma 
grande perda de cor em relação ao padrão. Esta perda de cor também foi 
comprovada pelos parâmetros apresentados na Tabela 29. No caso do 
reúso 2 essa perda de cor pode estar relacionada à grande quantidade de 
aditivos em solução. 
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4.2.4. Teste em escala piloto 
 
O reúso do efluente de tingimento foi realizado em escala piloto 
numa parceria com a empresa Malwee. Foram utilizados todos os 
parâmetros e reagentes utilizados em escala laboratorial, porém 
considerando um volume de banho de 10 L e 1 kg de malha. O 
tingimento e o reúso 1 foram realizados com água da torneira, que a 
indústria utiliza em seus processos. Foi obtido um valor de     de 0,6, 
que é aceito como padrão de qualidade por todas as indústrias têxteis.  
Os valores aceitáveis pela indústria são valores até próximo de 1, porém 
quanto mais perto de zero menor será a perda de cor e esse seria um 
cenário altamente desejado pelas indústrias (ABADULLA et al., 2000).   
Para as mesmas amostras foram realizados testes de solidez à 
lavagem e obteve-se uma solidez de 4, que segundo a escala padrão 
significa boa solidez à lavagem e é um valor dentro do padrão de 
qualidade aceito pelas indústrias têxteis. Na Figura 32 é apresentado o 
resultado do teste piloto comparado com o padrão que passou por um 
enxágue para remover o excesso de corante. 
 
Figura 32 - Comparação entre padrão e reúso 1 feito em escala piloto. 
 
 
Na Figura 32 pode-se observar que visualmente o tecido que 
passou pelo reúso 1 apresentou praticamente a mesma cor do padrão, o 
que foi comprovado pelo baixo valor de     e boa solidez à lavagem. 
Observa-se que no estudo de reúso 1 realizado em escala piloto, 
foi obtido um menor valor     e um valor mais alto de solidez à 
lavagem em relação aos valores obtido nos estudos realizados em 
laboratório. Esse comportamento ocorre principalmente devido às 
condições em que são realizados os estudos em escala piloto.  
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Esse processo é realizado numa máquina maior, em que ocorre 
uma maior fricção e agitação do tecido, que fazem com que o corante 
apresente uma maior fixação à fibra.  
O processo de reúso mostrou-se muito vantajoso para ser aplicado 
na indústria têxtil.  Esse processo realiza ao mesmo tempo uma lavagem 
enzimática no tecido, utilizando uma quantidade mínima de enzima e 
H2O2, e ao mesmo tempo agrega valor ao produto final obtendo 
parâmetros de perda de cor e solidez à lavagem altamente desejados pela 
indústria têxtil. Adicionalmente há economia de água e energia, que para 
uma máquina de grande porte, em que são utilizados 300 kg de malha, 
representa um volume considerável de água. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
RESULTADOS PARTE II- IMOBILIZAÇÃO DE ENZIMAS 
 
Neste capítulo são apresentados os estudos de imobilização da 
enzima HRP em cápsulas de alginato de cálcio e espuma de poliuretano 
(EPU) para remover os corantes RB 221 e RB 198. Primeiramente serão 
apresentados os resultados obtidos utilizando como suporte o alginato de 
cálcio, para na sequência apresentar os resultados obtidos com o suporte 
espuma de poliuretano. Após esse estudo será apresentado um modelo 
matemático para a enzima livre e imobilizada em alginato de cálcio, 
determinando os parâmetros cinéticos e o coeficiente de transferência de 
massa. 
 
4.3. Caracterização da enzima HRP imobilizada em alginato de cálcio 
 
4.3.1. Morfologia da superfície das cápsulas de alginato de cálcio 
com a enzima HRP imobilizada  
 
A morfologia da superfície das cápsulas de alginato de cálcio 
com a enzima HRP imobilizada foi avaliada através da microscopia 
eletrônica de varredura (MEV). Para realização da análise as cápsulas 
foram secas na estufa a 60 ºC durante 60 min. Foram utilizadas 
ampliações de 1500 e 2500 vezes. Na Figura 33 (a) e (b) é apresentada a 
morfologia das cápsulas de alginato de cálcio com HRP imobilizada. 
 
 
Figura 33 - (a) e (b) Morfologia das cápsulas de alginato de cálcio com 
HRP imobilizada. 
 
 
Nas Figuras 33 (a) e (b) observa-se a morfologia das cápsulas 
alginato de cálcio com HRP imobilizada. Pode-se observar que nas 
imagens de MEV as cápsulas apresentam um aspecto enrugado devido à 
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desidratação a que foram submetidas antes da análise. No processo de 
imobilização da HRP em alginato de sódio foi preparada uma solução da 
enzima em tampão a qual foi adicionada ao alginato de sódio e colocada 
para agitar até completa homogeneização. Esta solução foi gotejada em 
outra solução de cloreto de cálcio para formar as cápsulas, obtendo-se 
uma boa eficiência de imobilização. 
 
4.3.2. Estudos de textura da cápsula de alginato com enzima 
imobilizada 
 
A textura das cápsulas de enzima imobilizada em alginato de 
cálcio foram determinadas através da avaliação da área superficial, 
volume total do poro, diâmetro médio do poro e diâmetro da partícula. 
Na Tabela 31 são apresentadas as características texturais das cápsulas 
de alginato de cálcio. 
 
Tabela 31- Características texturais das cápsulas de alginato de sódio. 
Características  Valor 
Área superficial (m
2
/g) 1,59 
Volume total do poro (cm
3
/g) 0,15 
Diâmetro médio do poro (Å) 3,76 
Diâmetro da partícula (  ) (mm) 5,00 
 
Na Tabela 31 pode-se observar que para cápsula de alginato de 
cálcio com enzima HRP imobilizada foram obtidos área superficial de 
1,59 m
2
.g
-1
, um volume de poro de 0,150 cm
3
.g
-1
, diâmetro médio de 
poro de 3,76 Å e um diâmetro de partícula de 5,00 mm.  
Segundo Maia (2013), as partículas podem ser classificadas em 3 
tipos, de acordo com tamanho que apresentam. As partículas podem ser 
macro (> 5000 µm), micro (0,2-5000 µm) e nano (< 0,2 µm). Nesse 
trabalho foi obtido um diâmetro médio da partícula de 5,00 mm, sendo 
essa partícula considerada micro. 
Resultado semelhante foi obtido por Bressel (2007), que 
desenvolveu um sistema gerador de microcápsulas de alginato. Foi 
obtido um diâmetro da partícula de 400 µm ou 4,00 mm.  
Dalponte et al. (2016) avaliaram a produção de esferas de 
alginato contendo TiO2 imobilizado para degradação do corante azo 
amarelo tartrazina. Foi obtida uma área específica de 8,25 m
2
/g e um 
volume total de poro de 0,013 cm
3
.g
-1
, um pouco menor em relação ao 
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obtido neste trabalho, porém nesse trabalho foi imobilizado enzima e no 
trabalho realizado por Dalponte et al. (2016), TiO2. Foi obtido um 
diâmetro médio de poro de 62,00 Å.   
 
4.4. Estudos de degradação dos corantes RB 221 e RB 198 utilizando 
enzima HRP imobilizada em alginato de cálcio 
 
4.4.1. Cinética de remoção dos corantes RB 221 e RB 198 pela 
enzima HRP imobilizada em alginato de cálcio 
 
Antes dos estudos de remoção de corante, foi realizado um 
branco utilizando todos os reagentes, porém sem o H2O2. Nesse teste 
preliminar, não foi obtida remoção de corante. O tempo de reação é um 
fator que afeta a quantidade de corante removido em reações utilizando 
enzimas. Uma cinética foi realizada para definir o tempo necessário para 
a máxima remoção de cada corante.   Na Figura 34 é apresentada a 
cinética de remoção dos corantes RB 221 e RB 198. 
 
Figura 34– Cinética de remoção dos corantes RB 221 e RB 198 pela 
enzima HRP, (■) RB221 e (●) RB198. Condições: temperatura 30ºC; 
pH 5,5; concentração de corante 40 mg/L; concentração de H2O2 50,00 
μmol/L para o RB 198 e 43,75 μmol/L para o RB 221; massa de 
cápsulas 0,110 g para o RB 198 e 0,120 g para o RB 221. 
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Na Figura 34 pode ser observado que o tempo reacional foi 
variado de 0 a 300 min. As máximas remoções foram de 93% em 180 
min para o RB 221 e de 73% em 240 min para o RB 198. 
Farias (2013) utilizou a enzima HRP livre para remover os 
corantes azul reativo 21 (RB 21) e vermelho reativo 195 (RR 195). As 
máximas remoções de 79 e 7%, respectivamente para o RB 21 e RR 
195, foram obtidas em 30 min de reação. Neste trabalho nos estudos do 
efeito da presença de mais de um corante em solução, as máximas 
degradações também foram obtidas em 30 min de reação. 
O mesmo comportamento foi observado por Preeti et al., (2013) 
na remoção do corante ácido azul 113 pela enzima HRP. O autor 
comparou a enzima livre com a imobilizada em alginato de cálcio e 
observou um aumento significativo no tempo de reação de 45 min para 
240 min quando a enzima HRP estava imobilizada.  
Este aumento no tempo de reação deve-se principalmente ao 
tamanho das moléculas dos corantes e às limitações de transferência de 
massa que ocorrem na enzima imobilizada. Corantes com grandes 
estruturas, como os corantes reativos utilizados neste trabalho, 
geralmente têm limitações no acesso ao sítio ativo da enzima para 
formar o complexo enzima-substrato. No processo de imobilização é 
criada uma barreira que confere alguma dificuldade na difusão do 
corante na partícula.  
 
4.4.2. Efeito do pH na remoção dos corantes RB 221 e RB 198 pela 
enzima HRP imobilizada em alginato de cálcio 
 
O pH é um dos efeitos que mais influencia nas reações 
enzimáticas. Toda enzima tem uma faixa ótima de pH em que sua 
atividade é máxima, fora dessa faixa a enzima pode ter sua atividade 
diminuída ou até mesmo perder a atividade. Nos estudos do efeito da 
presença de mais de um corante em solução, realizados com a enzima 
livre, pôde ser observado a grande importância do pH em reações 
enzimáticas de remoção de corante. O pH foi o único fator significativo 
em todos os estudos realizados e influenciou fortemente em todas as 
reações de remoção de corante. Na Figura 35 é apresentado o estudo do 
efeito do pH na remoção dos corantes RB 221 e RB 198. 
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Figura 35- Efeito do pH na reação de remoção dos corantes RB 221 e 
RB 198 pela enzima HRP. Condições: temperatura 30ºC; tempo de 
reação 180 min para o RB 221 e 240 min para o RB 198; concentração 
de corante 40 mg/L; concentração de H2O2 50,00 μmol/L  para o RB 
198 e 43,75 μmol/L para o RB 221; massa de cápsulas 0,110 g para o 
RB 198 e 0,120 g para o RB 221. 
 
Na Figura 35 é possível observar que o pH foi variado entre 4,0-
7,0. A máxima remoção de 93% para o corante RB 221 foi obtida em 
pH 5,5 e de 75 e 72% para o corante RB 198 foram obtidas numa faixa 
de pH de 5,5 e 6,0, respectivamente. Em relação aos estudos do efeito da 
presença de mais de um corante em solução, utilizando a enzima livre, 
pôde-se observar que o pH ótimo de remoção do corante RB 198 passou 
de 7,0 para 5,5, no entanto, a remoção do RB 221 não apresentou esse 
mesmo comportamento, foi obtido o mesmo pH independentemente da 
enzima estar livre ou imobilizada. 
Bilal et al. (2016 c) observaram um aumento da estabilidade 
térmica e ao pH da enzima manganês peroxidase imobilizada em ágar 
ágar. Esta enzima foi utilizada para remover os corantes vermelho 
reativo 195, azul reativo 21 e amarelo reativo 145. A atividade ótima foi 
obtida em uma faixa de pH entre 5,0 e 6,0. Foi observado que depois de 
120 h, a manganês peroxidase reteve 71,9% e 60,3% da atividade a 30 
ºC e 40 ºC, respectivamente. 
Gholami-Borujeni et al. (2011) avaliaram o pH ótimo de remoção 
dos corantes ácido laranja 7 e ácido azul 25 pela HRP. A enzima 
imobilizada em alginato de cálcio foi estável a uma atividade residual 
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maior que 90% a pH 7,4. A enzima livre foi estável no mesmo pH e 
reteve aproximadamente 85% da atividade, o que foi considerado uma 
vantagem da imobilização. 
 A enzima imobilizada, geralmente, pode remover corante em 
uma ampla faixa de pH se comparada a enzima livre, como foi 
observado por Karim, Adnan e Husain (2012), na estabilidade da enzima 
HRP imobilizada em um complexo de quitosana-ciclodextrina para 
remover corantes azo. 
 
4.4.3. Efeito da concentração de H2O2 na remoção dos corantes RB 
221 e RB 198 pela enzima HRP imobilizada em alginato de cálcio 
 
 A enzima peroxidase é dependente do H2O2 como ativador, para 
catalisar os mais variados tipos de reações. Porém em baixas 
concentrações de H2O2 essa enzima pode sofrer restrição da catálise e 
em altas concentrações pode inibir a atividade enzimática e por isso é 
necessário determinar uma faixa ótima de H2O2 que maximize a atuação 
da enzima. Na Figura 36 é apresentado o estudo do efeito do da 
concentração de H2O2 na remoção dos corantes RB 221 e RB 198. 
 
Figura 36 - Efeito da concentração de H2O2 na reação de remoção dos 
corantes RB 221 e RB 198 pela enzima HRP. Condições: temperatura 
30 ºC; pH 5,5; tempo de reação 180 min para o RB 221 e 240 min para o 
RB 198; concentração de corante 40 mg/L; massa de cápsulas 0,110 g 
para o RB 198 e 0,120 g para o RB 221. 
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Na Figura 36 é possível observar o estudo do efeito da 
concentração de H2O2 que foi variado de 31,25 a 50 µmol/L. A máxima 
remoção foi obtida numa concentração de 43,75 µmol/L para o corante 
RB 221 e na concentração de 37,5 µmol/L para o corante RB 198. 
Depois desse ponto, um aumento na concentração de H2O2 não causou 
um aumento na eficiência de remoção. Nos estudos subsequentes para 
ambos os corantes foram utilizadas concentrações de 43,75 µmol/L 
como forma de padronizar a mesma concentração de H2O2. 
De acordo com Gholami-Borujeni et al. (2011), a eficiência de 
remoção aumenta com aumento da concentração de H2O2 até um ponto, 
após este ponto, a adição de H2O2 reduz a remoção. 
 Karim, Adnan e Hussain (2012), observaram um aumento na 
eficiência de remoção até a concentração de H2O2 de 0,6 mmol/L, após 
esse ponto, foi obtida uma diminuição na eficiência de remoção. 
 
4.4.4. Efeito da temperatura na remoção dos corantes RB 221 e RB 
198 pela enzima HRP imobilizada em alginato de cálcio 
 
As reações enzimáticas são muito dependentes da temperatura. 
Toda enzima possui uma temperatura ótima de atuação, acima dessa 
temperatura pode sofrer desnaturação e perder sua atividade. A 
imobilização de enzimas, geralmente, promove um aumento na 
estabilidade térmica, por isso é necessário à investigação do efeito da 
temperatura. Na Figura 37 é apresentado o estudo do efeito da 
temperatura na remoção dos corantes RB 221 e RB 198. 
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Figura 37- Efeito da temperatura na reação de remoção dos corantes RB 
221 e RB 198 pela enzima HRP. Condições: pH 5,5; tempo de reação 
180 min para o RB 221 e 240 min para o RB 198; concentração de 
corante 40 mg/L; concentração de H2O2 43,75 µmol/L; massa de 
cápsulas 0,110 g para o RB 198 e 0,120 g para o RB 221. 
 
O efeito da temperatura na remoção dos corantes RB 221 e RB 
198 foi investigado variando a temperatura de 20 a 60 ºC, conforme 
apresentado na Figura 37. Para ambos os corantes a temperatura ótima 
foi de 30 ºC, a mesma temperatura observada nos estudos com a enzima 
livre tanto neste trabalho quanto em estudos anteriores (FARIAS, 2013). 
Porém, pode-se observar um aumento na estabilidade nas temperaturas 
de 50 e 60 ºC em relação a reações utilizando a enzima livre. Na tabela 
3, pode-se observar que a enzima livre é estável a uma temperatura 
máxima de 50 ºC, porém com a imobilização essa estabilidade foi 
aumentada o que pode ser comprovada pela remoção de 81 % a 60 ºC. 
 A 40 ºC pôde-se observar uma diminuição da eficiência de 
remoção que, após esse ponto, voltou a aumentar nas temperaturas de 50 
e 60 ºC. O estudo do efeito da temperatura foi repetido 5 vezes, porém 
em todas às vezes foi obtido o mesmo resultado, uma eficiência de 
remoção menor a 40 ºC que volta a aumentar com aumento da 
temperatura. 
Resultados similares foram obtidos por Matto e Husain (2009) 
que conduziram a remoção de corantes azo pela peroxidase da soja. Foi 
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obtida uma máxima remoção de 30 ºC tanto para enzima livre, quanto 
para imobilizada. 
 
4.4.5. Efeito da massa de cápsulas de alginato de cálcio com enzima 
HRP imobilizada para remoção dos corantes RB 221 e RB 198 
  
O efeito da massa de cápsulas nas reações de remoção dos 
corantes RB 221 e RB 198 foi investigado, os resultados obtidos são 
apresentados na Figura 38.  
 
Figura 38- Efeito da massa de cápsulas na reação de remoção dos 
corantes RB 221 e RB 198 pela enzima HRP. Condições: temperatura 
30 ºC; pH 5,5; tempo de reação 180 min para o RB 221 e 240 min para o 
RB 198; concentração de corante 40 mg/L; concentração de H2O2 43,75 
µmol/L.  
 
Os estudos do efeito da massa de cápsulas foram realizados 
variando a massa de cápsulas de 0,110 a 0,160 g. Pode-se observar para 
o corante RB 198, que um aumento na massa de cápsulas não promoveu 
um aumento na eficiência de remoção, que permaneceu praticamente 
constante. Por isso nos estudos posteriores foi utilizada a massa de 
cápsulas de 0,110g. Nessa massa foi removida uma quantidade de 75% 
do corante RB 198. Para o corante RB 221 pode-se observar um 
aumento na remoção de 77 para 93% quando se alterou a massa de 
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cápsulas de 0,110 g para 0,120 g, respectivamente, após esse ponto o 
aumento na massa de cápsulas não ocasionou um aumento na remoção.  
A imobilização foi realizada utilizando uma solução com uma 
elevada concentração de enzima para assegurar que todas as cápsulas 
tivessem uma concentração adequada para remover a maior parte do 
corante. Provavelmente, não foi observado aumento na remoção com 
aumento da massa, porque a máxima capacidade de remoção de corante 
é atingida com uma massa menor de cápsulas. 
 
4.4.6. Reúso da enzima HRP imobilizada em alginato de cálcio para 
remover os corantes RB 221 e RB 198 
 
Uma das vantagens da imobilização de enzimas é a possibilidade 
de reúso do biocatalisador, que faz com que o processo fique mais 
barato e cause menos danos ao meio ambiente. 
As cápsulas de alginato de cálcio com enzima HRP imobilizada, 
que foram utilizadas neste estudo, foram encubadas e permaneceram por 
1 dia a 4 ºC. Após cada reúso, as cápsulas foram lavadas com água 
destilada e colocadas no próximo ciclo. Na Figura 39 é apresentado o 
reúso da enzima HRP imobilizada em de alginato de cálcio para 
remoção dos corantes RB 221 e RB 198. 
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Figura 39- Reúso da enzima HRP imobilizada em alginato de cálcio 
para remoção dos corantes RB 221 e RB 198. Condições: temperatura 
30ºC; pH 5,5; tempo de reação 180 min para o RB 221 e 240 min para o 
RB 198; concentração de corante 40 mg/L; concentração de H2O2 43,75 
μmol/L; massa de cápsulas 0,110 g para o RB 198 e 0,120 g para o RB 
221. 
 
Para o corante RB 198 pôde ser observado uma perda de 
aproximadamente 28% da atividade do primeiro para o segundo reúso e 
85% do primeiro para o terceiro. Já para o corante RB 221 foi observado 
uma perda de 50% do primeiro para o segundo reúso e 86% do primeiro 
para o terceiro (Figura 35). A enzima HRP imobilizada em alginato de 
cálcio pôde ser reutilizada por até 3 ciclos. 
Resultados similares foram encontrados por Preethi et al. (2013), 
que utilizou a enzima HRP imobilizada em alginato de cálcio para 
remover o corante ácido azul 113, foram possíveis 3 ciclos de reúso. 
Malani et al. (2013) reutilizaram a enzima HRP por 3 ciclos na 
descoloração de corantes azo.  
Provavelmente a alta perda de atividade deve-se à degradação da 
cápsula de um estudo para outro. A cápsula de alginato absorve um 
pouco da solução durante a reação. Como nas reações seguintes esta 
cápsula já está mais inchada, isso faz com que haja perda da atividade, 
podendo em algumas situações, como por exemplo, em pH muito 
básicos, ocorrer o rompimento da cápsula. Na Figura 40 é apresentada a 
fotografia das cápsulas de alginato de sódio com a enzima HRP 
imobilizada logo após serem retiradas da reação, antes de serem lavadas 
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com água destilada. (a) cápsula de alginato, (b) cápsula de alginato 
depois da reação, (c) cápsula de alginato depois do primeiro reúso. 
 
Figura 40- Cápsulas de alginato de cálcio com enzima HRP 
imobilizada. 
 
 
4.4.7. Estabilidade na reação da HRP imobilizada em alginato de 
cálcio para remoção dos corantes RB 221 e RB 198 
 
Foram realizados estudos de estabilidade (4 ºC) para avaliar a 
estabilidade da enzima HRP livre e imobilizada, já que as enzimas são 
conservadas a 4 ºC. Para remover o RB 221 a enzima foi imobilizada em 
pH 5,5 e as reações foram realizadas paralelamente as reações utilizando 
a enzima livre, com a solução preparada em pH 5,5. Para remover o RB 
198 a enzima foi imobilizada em pH 7,0, apesar do pH ótimo da enzima 
imobilizada ser 5,5, está foi avaliada em pH 7,0 porque é o pH ótimo de 
degradação da enzima livre.  
As soluções foram estocadas a 4 ºC. As cápsulas da enzima 
imobilizada foram estocadas em água destilada e retiradas 5 min antes 
de cada reação. 
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Figura 41- Estudo de estabilidade na reação da remoção dos corantes 
RB 221 e RB 198 pela enzima HRP. Condições: Temperatura 30 ºC; pH 
5,5 RB 221 e pH 7,0 RB 198; tempo de reação 180 min para o RB 221 e 
240 min para o RB 198; concentração de corante 40 mg/L; concentração 
de H2O2 43,75 µmol/L; massa de cápsulas 0,120 g para o RB 221 e 
0,110 g para o RB 198. (a) (■) RB221L e (●) RB 221 I, HRP livre (L) e 
imobilizada (I) para remover RB 221 e (b) (■) RB198 L e (●) RB 198 I, 
HRP livre (L) e imobilizada (I) para remover RB 198. 
 
 
(a) 
(b) 
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Os estudos de estabilidade enzimática foram realizados variando 
a estabilidade de 0 a 60 dias. Na Figura 41 (a) são apresentados os 
estudos realizados em reação com o corante RB 221. Pode ser observado 
que a enzima imobilizada apresentou uma grande perda de estabilidade 
em relação à enzima livre. A enzima livre ao final dos 60 dias 
apresentou uma perda da estabilidade de 28%, enquanto que a 
imobilizada apresentou uma perda de 80%.  
Os estudos de estabilidade para o corante RB 198 foram 
realizados a pH 7,0 para enzima livre e imobilizada. Na Figura 41 (b) 
são apresentados os estudos realizados em reação com o corante RB 
198. Pode ser observado que a enzima livre manteve a estabilidade 
constante 67% durante o período de incubação, enquanto a enzima 
imobilizada apresentou uma perda de 80%.  
Vários autores como Bilal e Asgher (2015 a) e Gholami-Borujeni 
et al. (2011) reportaram um aumento da estabilidade da enzima 
imobilizada em relação a enzima livre, porém todos esses autores 
conduziram os experimentos de estabilidade a quente, não foram 
encontrados estudos que reportassem a perda da estabilidade enzimática 
a baixas temperaturas. Provavelmente esses estudos não são realizados 
porque há uma grande perda na estabilidade da enzima, geralmente nos 
estudos de estabilidade a quente há um aumento na estabilidade. 
 
4.5. Caracterização da enzima HRP imobilizada em espuma de 
poliuretano (EPU) 
 
4.5.1. Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de 
Fourier (FTIR) da HRP imobilizada em EPU 
 
A espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier 
(FTIR) foi realizada para caracterizar a enzima HRP imobilizada em 
EPU. Foram comparados o FTIR do EPU sem HRP e da enzima HRP, 
com o FTIR da HRP imobilizada em EPU e o da HRP imobilizada em 
EPU após a reação. Os resultados encontrados para espectroscopia de 
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) da Horseradish 
peroxidase imobilizada em espuma de poliuretano são apresentados na 
Figura 42. 
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Figura 42- Espectroscopia de infravermelho com transformada de 
Fourier (FTIR) da Horseradish peroxidase imobilizada em EPU. 
 
 
 
Na Figura 42 pode-se observar que o FTIR da HRP apresentou 
banda típica de amina alifática primária, secundária ou terciária, entre 
1020-1250 cm
-1
, nessa faixa é possível observar a banda de absorção da 
ligação C-N não conjugada (SILVERSTEIN; BASSLER; MORRIL, 
1994). Em aproximadamente 1680 cm
-1
 pode ser observada a banda 
correspondente a carbonila, que também está presente na estrutura da 
enzima e na região de aproximadamente 3400 cm
-1
 é possível observar 
uma banda larga correspondente ao grupo OH
-
, presente na estrutura da 
enzima.  
A EPU é gerada pela reação do diisocianato com poliol poliéter. 
Nos espectros da enzima HRP imobilizada tanto antes como depois da 
reação observa-se a banda característica da ligação C-N entre 1020-
1250cm
-1
. Em 1500-1600 cm
-1
 é observada a banda que corresponde ao 
uretano e que é a mesma banda apresentada pelo espectro do EPU sem a 
HRP (NICOLETTI, 2014). Em aproximadamente 2800 cm
-1 
observa-se 
   HRP     EPU 
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a banda correspondente às ligações C-H e na região entre 3300-3500 
cm
-1 
uma banda um pouco mais estreita do que a de OH
-
, associada à 
ligação N-H de amina primária.  
 
4.5.2. Morfologia da HRP imobilizada em EPU 
 
A morfologia da HRP imobilizada em EPU foi avaliada através 
da microscopia eletrônica de varredura (MEV). Foram utilizadas 
ampliações de 30, 100 e 150 vezes. Na Figura 43 (a), (b), (c) e (d) são 
apresentadas as análises de MEV para enzima imobilizada EPU. 
 
Figura 43- (a), (b), (c) e (d) Morfologia da HRP imobilizada em EPU. 
 
 
Na Figura 43 (a) é possível observar morfologia da EPU sem a 
enzima imobilizada. As cavidades observadas na figura devem-se a 
liberação de CO2 que ocorre durante a expansão da espuma 
(NICOLETTI, 2014). 
Nas Figuras 43 (b), (c) e (d) pode-se observar diferentes 
ampliações da estrutura da EPU com enzima imobilizada.   
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4.5.3. Estudos de textura da EPU com enzima imobilizada  
 
A textura das cápsulas de enzima imobilizada em EPU foram 
determinadas através da avaliação da área superficial, volume total do 
poro, diâmetro médio do poro e diâmetro da partícula. Na Tabela 32 são 
apresentadas as características texturais da espuma de poliuretano. 
 
Tabela 32- Características texturais da espuma de poliuretano. 
Características  Valor 
Área superficial (cm
2
/g) 0,95 
Volume total do poro (cm
3
/g) 0,03 
Diâmetro médio do poro (Å) 1,24 
Diâmetro da partícula (  ) (cm) 1,00 
 
Na Tabela 32 pode-se observar que para EPU com enzima HRP 
imobilizada foram obtidos área superficial de 0,95 cm
2
.g
-1
, um volume 
de poro de 0,03 cm
3
.g
-1
, diâmetro médio de poro de 1,24 Å e um 
diâmetro de partícula de 1,00 mm, podendo ser considerada uma 
partícula micro, pois o diâmetro está entre 0,2-500 µm.  
 Kubota (2011) realizou o desenvolvimento de materiais 
uretânicos combinados com carboidratos para remoção de 
contaminantes. Com o sistema Amido/TDI foi obtida uma área 
superficial de 6,90 m
2
/g, um diâmetro de poros de 0,40 Å e um volume 
total de poros de 0,007 cm
3
/g. Utilizando o sistema maltodextrina/TDI 
foi obtida uma área superficial de 7,70 m
2
/g, um diâmetro de poros de 
0,48 Å e um volume total de poros de 0,008 cm
3
/g. 
 Observa-se que o volume total de poros obtido nesse trabalho 
0,03 cm
3
.g
-1
, foi somente um pouco maior em relação ao obtido por 
Kubota (2011). Provavelmente o volume de poro deste trabalho é maior 
porque nele contém somente EPU e HRP, enquanto o do trabalho de 
Kubota (2011) é uma combinação de PU-carboidrato. Nesse mesmo 
trabalho foi obtida uma área superficial de 6,90 m
2
/g, que convertida em 
cm
2
/g, dá uma área superficial muito superior à obtida no presente 
trabalho. 
 De acordo com Kubota (2011), o diâmetro de poros de 
materiais sólidos pode ser classificado como microporoso quando 
apresenta diâmetro de poro até 20 Å, mesoporoso com diâmetro de 20 
até 500 Å e macroporoso com diâmetro maior que 500 Å. O poliuretano 
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utilizado neste trabalho apresenta um diâmetro de poros de 1,24 Å, 
podendo ser classificado como microporoso.  
 
4.5.4. Efeito da concentração de enzima HRP na imobilização em 
EPU 
 
Este estudo foi realizado para definir a concentração ótima de 
enzima a ser imobilizada em EPU.  As concentrações foram variadas de 
1,0 a 4,0 mg/mL conforme descrito no item 3.4.2.2.3 e os estudos de 
remoção foram realizados conforme item 3.4.2.2.4. A porcentagem de 
imobilização foi calculada pela determinação da atividade enzimática do 
sobrenadante antes e depois da imobilização. Na Tabela 33 são 
apresentados os resultados dos estudos de remoção e a porcentagem de 
enzima imobilizada em cada concentração. 
 
Tabela 33- Estudos de imobilização em diferentes concentrações de 
enzima HRP e remoção do corante RB 221. Condições da reação de 
remoção do corante RB 221: temperatura 30ºC; pH 6,0; concentração de 
corante 40,0 mg/L; tempo 30 min; concentração de H2O2 50,0 µmol/L.  
   
Concentração de enzima 
mg/mL 
Imobilização (%) 
de HRP em 1,5g de 
EPU 
Remoção do corante RB 
221 (%) 
1,0 3,0 57 
2,0 5,0 59 
3,0 13 56 
4,0 7,0 52 
 
Na Tabela 33 pode-se observar que independente da alteração na 
concentração de enzima foi obtida uma baixa eficiência de imobilização, 
a máxima imobilização de 13% foi obtida com 3,0 mg/mL de enzima. 
As espumas de poliuretano com enzima imobilizada em diferentes 
concentrações foram utilizadas nos estudos de remoção do corante RB 
221. Pode-se observar que a máxima remoção do corante de 59% foi 
obtida com 2,0 mg/mL de enzima imobilizada, porém não houve uma 
alteração significativa na eficiência de remoção independentemente da 
quantidade de enzima imobilizada no suporte, demonstrando que há uma 
saturação do suporte já em pequenas concentrações de enzima, por isso 
nos estudos subsequentes foi utilizada a concentração de enzima de 1,0 
mg/mL para imobilizar a enzima na EPU. 
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4.5.5. Efeito do pH na imobilização da enzima HRP em EPU 
 
A enzima HRP foi imobilizada na EPU variando o pH de 4,0 a 
7,0. Os resultados do efeito do pH na imobilização da HRP em EPU 
estão apresentados na Tabela 34. 
 
Tabela 34 - Estudos de efeito do pH na imobilização da HRP em EPU. 
pH Atividade solução 
inicial (U/mL) 
Atividade após 
imobilização 
(U/mL) 
Imobilização em 
1,5 g de EPU (%) 
4,0 702,1 600,4 14 
5,5 414,6 398,9 4,0 
6,0 255,5 247,1 3,0 
7,0 97,2 90,5 7,0 
 
Na Tabela 34 é possível observar que a máxima imobilização de 
14% foi obtida em pH 4,0. Em pH 5,5; 6,0 e 7,0 foram obtidas 
imobilizações de  4,0, 3 e 7%, respectivamente. 
Fritzen-Garcia et al. (2013) realizaram a imobilização da HRP em 
nanopartículas de poliuretano para detecção de dopamina. Os autores 
observaram que cerca de 4.400 moléculas de HRP foram adsorvidos a 
nanopartícula de PU-PEG, o que correspondeu a 45% a área superficial.      
 Quek, Ting e Tan (2006) realizaram a imobilização do 
Rhodococcus sp. F92 em espuma de poliuretano. O Rhodococcus obteve 
uma eficiência de imobilização de 90% na espuma de poliuretano numa 
densidade de 14 kg.m
-3
. 
Provavelmente a baixa imobilização da HRP no poliuretano deve-
se a baixa capacidade dessa enzima em fixar-se nesse tipo de suporte. 
Existem vários trabalhos descritos na literatura como Nicoletti et al. 
(2015), que imobilizaram lipase em poliuretano com boa eficiência de 
imobilização. Talvez a utilização de um reagente que modificasse a 
superfície desse polímero seria uma alternativa para aumentar a 
eficiência de imobilização. Apesar da baixa eficiência, foram obtidas 
remoções de corantes significativas e comparadas a outros trabalhos da 
literatura como Forgiarini (2006), obtidos para degradação de corante 
com HRP livre. 
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4.6. Estudos de remoção dos corantes RB 221 e RB 198 utilizando 
enzima imobilizada em EPU 
 
Nesta parte do trabalho foram realizados estudos de 
imobilização da enzima HRP em EPU para remoção dos corantes RB 
221 e RB198. Com objetivo de avaliar se o H2O2 presente no meio de 
reação não era o causador da remoção dos corantes, foi realizado um 
teste para cada corante nas mesmas condições reacionais que seriam 
utilizadas ao longo deste capítulo.  
Os testes continham todos os reagentes que seriam utilizados 
nas reações de remoção, porém foi utilizada somente a espuma de 
poliuretano, sem a enzima.  
Neste ensaio não foi obtida nenhuma remoção, provando que o 
responsável pela remoção não é o H2O2 e nem a adsorção do corante na 
espuma e sim a enzima presente no suporte. Outro teste realizado foi o  
da espuma na eficiência de remoção do corante. Não foram observadas 
diferenças na eficiência de remoção com o aumento da quantidade de 
espuma. O aumento da área do polímero não aumentou a eficiência de 
remoção.  
 
4.6.1. Cinética de reação na remoção dos corantes RB 221 e RB 198 
pela enzima HRP imobilizada EPU 
 
Uma cinética foi realizada variando o tempo de reação de 0 a 80 
min para o RB 221 e de 0 a 40 min para o corante RB 198, para definir a 
máxima remoção de cada corante. Na Figura 44 é apresentada a cinética 
remoção dos corantes (a) RB 221 e (b) RB 198. 
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Figura 44- Cinética de remoção dos corantes (a) RB 221 e (b) RB 198 
pela enzima HRP. Condições: temperatura 30 ºC; pH 6,0 para RB 221 e 
pH 7,0 para RB 198; concentração de corante 40 mg/L; concentração de 
H2O2 37,5 μmol/L  para o RB 198 e 50,0 μmol/L para o RB 221; massa 
de espuma + 0,02 g.  
 
 
Na Figura 44 (a) pode-se observar que para o corante RB 221 o 
tempo de reação foi variado de 0 a 80 min. A máxima remoção foi de 
58% obtida em 30 min de reação. Em 50 min foi obtida uma remoção de 
52% que após esse ponto só se alterou em 80 min em que foi obtida uma 
(a) 
(b) 
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remoção de 49%. Se for comparada a remoção do mesmo corante com 
alginato, observa-se que naquele caso foram necessários 180 min para 
remover o corante RB 221. 
Na Figura 44 (b) observa-se que para o corante RB 198 o tempo 
foi variado de 0 a 40 min. Em 20 min foi obtido 67% de remoção, 
porém a máxima remoção de 70% foi obtida em 30 min de reação e após 
esse tempo permaneceu constante. Vale ressaltar que para este corante 
em apenas 5 min de reação foi obtido 61% de remoção. Nos estudos 
realizados com alginato o corante RB 198 apresentou uma máxima 
remoção de 75% obtida em 240 min de reação.  
 
4.6.2. Efeito do pH na remoção dos corantes RB 221 e RB 198 pela 
enzima HRP imobilizada em EPU 
 
O efeito do pH foi estudado variando o pH de 4,0 a 7,0. O estudo 
do efeito do pH para remoção dos corantes RB 221 e RB 198 pela 
enzima HRP é apresentado na Figura 45. 
 
Figura 45- Efeito do pH na remoção dos corantes RB 221 e RB 198 
pela enzima HRP. Condições: temperatura 30 ºC; concentração de 
corante 40 mg/L; concentração de H2O2 37,5 μmol/L para o RB 198 e 
50,0 μmol/L para o RB 221; massa de espuma + 0,02 g. 
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Na Figura 41 pode ser observado que a máxima remoção de 
corante pela enzima HRP foi de 58% para o RB 221, obtida em pH 6,0 e 
de 72% para o RB 198 obtida em pH 7,0.  
Fritzen-Garcia et al. (2009) imobilizaram a enzima peroxidase do 
pinho em nanopartículas de poliuretano peguilado. Foi variado o pH 
numa escala de 6,0 a 8,0. A máxima atividade da enzima imobilizada foi 
obtida em pH 6,5.  
Lade et al. (2015) realizaram a imobilização de um consórcio 
microbiano em poliuretano para remoção do corante vermelho congo do 
efluente real. Foi obtida uma remoção de 100% em 12 h de reação a pH 
7,5. 
Comparando-se o pH obtido para enzima HRP imobilizada em 
alginato, que foi de 5,5 para ambos os corantes e em poliuretano que foi 
de 6,0 para o RB 221 e de 7,0 para o RB 198, pode ser observado que o 
pH da reação não se alterou de forma significativa, se comparado com 
pH declarado na ficha técnica da enzima que é entre 6-7 (Apêndice A). 
Dessa forma pode-se observar que a presença do suporte praticamente 
não influenciou na atividade enzimática. 
 
4.6.3. Efeito da concentração de H2O2 na remoção dos corantes RB 
221 e RB 198 pela enzima HRP imobilizada em EPU 
 
O efeito da concentração de H2O2 foi investigado variando a 
concentração de H2O2 entre 31,2 a 50,0 µmol/L. O efeito da 
concentração de H2O2 na remoção dos corantes RB 221 e RB198 pela 
HRP é apresentado na Figura 46. 
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Figura 46- Efeito da concentração de H2O2 na remoção dos corantes RB 
221 e RB 198 pela enzima HRP. Condições: temperatura 30ºC; pH 6,0 
para RB 221 e pH 7,0 para RB 198; concentração de corante 40 mg/L; 
massa de espuma + 0,02 g. 
 
Na Figura 46 é possível analisar que a máxima remoção de 
corante, na faixa de concentração de H2O2 estudada, foi de 58% para o 
corante RB 221, obtida com 50 μmol/L de H2O2 e de 72% para o RB 
198 obtido também com 50 μmol/L. Analisando o RB 198 observa-se 
que após 37,5 μmol/L, se considerado o desvio padrão, praticamente não 
houve variação da remoção do corante com o aumento da quantidade de 
H2O2, esse mesmo comportamento não foi observado para o RB 221, 
como o desvio padrão foi muito grande é muito difícil prever o 
comportamento desse corante. 
Nos estudos de efeito da concentração de H2O2 pode-se observar 
um comportamento semelhante ao observado para o corante RB 198 
utilizando a enzima imobilizada tanto em alginato, quanto em 
poliuretano. Com a enzima imobilizada em alginato foi obtida uma 
máxima remoção em 37,5 μmol/L, para o RB 198 e de 43,75 µmol/L 
para o corante RB 221, após esse ponto a remoção permaneceu 
constante. 
Li et al. (2009) realizaram a remoção do corante vermelho 
congo utilizando manganês peroxidase. A descoloração aumentou com o 
aumento da concentração de H2O2 de 0 a 0,2 mmol/L, a máxima 
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remoção foi obtida com 0,2 mmol/L. Em altas concentrações de H2O2 
houve uma diminuição na eficiência de remoção. 
Liu et al. (2014) realizaram a degradação dos corantes de 
antraquinona e trifenilmetano utilizando cloroperoxidase. Os autores 
observaram que altas concentrações de H2O2 não foram favoráveis para 
estabilidade da heme proteína como HRP devido à inativação causada 
pela destruição oxidativa da porfirina. Já baixas concentrações de H2O2 
não foram suficientes para suprir a quantidade suficiente de oxidante. 
 
4.6.4. Efeito da temperatura na remoção dos corantes RB 221 e RB 
198 pela enzima HRP imobilizada em EPU 
 
A temperatura de reação foi variada de 20 a 60 ºC. O efeito da 
temperatura na remoção dos corantes RB 221 e RB198 pela HRP 
imobilizada em EPU são apresentados na Figura 47. 
 
Figura 47- Efeito da temperatura na remoção dos corantes RB 221 e RB 
198 pela enzima HRP. Condições: pH 6,0 para RB 221 e pH 7,0 para 
RB 198; concentração de corante 40 mg/L; concentração de H2O2 37,5 
μmol/L para o RB 198 e 50,0 μmol/L  para o RB 221; massa de espuma 
+ 0,02 g. 
 
Na Figura 47 é possível observar os estudos do efeito da 
temperatura. A máxima remoção de 58% para o RB 221 e de 72% para 
o RB 198 foi obtida na temperatura de 30 ºC para o corante RB 221 e na 
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faixa 30-40 ºC para o corante RB 198. Após esses pontos observou-se 
uma diminuição na eficiência de remoção para ambos os corantes, mais 
significativa para o corante RB 221. Pode-se observar que a reação de 
remoção do corante RB 198 apresentou uma maior resistência à 
temperatura se comparado com a remoção do RB 221. 
 Liu et al. (2014) realizaram a remoção de corantes de 
antraquinona e trifenilmetano, a máxima remoção de 80% para o corante 
vermelho alizarin foi obtida numa faixa de temperatura de 20-60 ºC e de 
85% para o cristal violeta na faixa de 10 a 90 ºC.  
Jamal, Pandey e Qidwai (2010) realizaram a degradação de 
corantes dispersos utilizando a peroxidase Trichosanthes diocia à 
máxima remoção foi obtida a 42 ºC em 1 h de reação. 
Em relação aos estudos realizados com alginato, pode-se 
observar que este polímero natural foi mais estável a altas temperaturas 
de 50 e 60 ºC do que o EPU, que apresentou uma queda na eficiência de 
remoção. Essa diferença pode está relacionada aos diferentes métodos 
de imobilização. O alginato foi imobilizado por encapsulamento e o 
poliuretano por adsorção. 
Baborová et al. (2006) realizaram a remoção de hidrocarbonetos 
policíclicos aromático utilizando manganês peroxidase. Os autores 
observaram uma faixa de temperatura ótima entre 50-60 ºC e uma perda 
de atividade em temperaturas maiores do que 65 ºC. 
 
4.6.5. Reúso da enzima HRP imobilizada em EPU para remover os 
corantes RB 221 e RB 198 
 
O estudo do reúso do biocatalisador foi avaliado nas condições 
ótimas de pH, concentração de H2O2 e temperatura obtida nos estudos 
apresentados nos itens 4.6.1, 4.6.2, 4.6.3. Foi realizado um ensaio de 
remoção do corante e posteriormente a espuma de EPU foi lavada com 
água destilada e colocada na estufa por 30 min. Na segunda reação, não 
foi observada remoção de nenhum dos corantes.  
A enzima HRP foi imobilizada em EPU por adsorção. Muito 
provavelmente ao final do processo, há a dessorção de parte da enzima 
do suporte, fazendo com que o biocatalisador não possa ser reutilizado. 
Nesse sentido a imobilização em alginato de cálcio mostrou-se mais 
eficiente, como a enzima está encapsulada e não imobilizada por 
adsorção, este processo não tem como limitação a dessorção do 
biocatalisador. No processo utilizando alginato foram possíveis até 3 
ciclos de reúso. 
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4.6.6. Estabilidade da HRP imobilizada em EPU para remoção dos 
corantes RB 221 e RB 198 
 
A enzima imobilizada em espuma de poliuretano foi estocada a 
4ºC, sem estar em nenhuma solução. Foram realizados estudos de 
estabilidade a (4 ºC) para avaliar a estabilidade da enzima HRP livre e 
imobilizada em EPU. Os resultados para a estabilidade da HRP 
imobilizada em EPU na remoção dos corantes RB 221 e RB 198 são 
apresentados na Figura 48. 
 
Figura 48- Estudo de estabilidade na remoção dos corantes RB 221 e 
RB 198 pela enzima HRP. Condições: temperatura 30ºC; pH 6,0 para 
RB 221 e pH 7,0 para RB 198; concentração de corante 40 mg/L; 
concentração de H2O2 37,5 μmol/L para o RB 198 e 50,0 μmol/L para o 
RB 221; massa de espuma + 0,02 g. (a) (■) RB 221L e (●) RB 221 I, 
HRP livre (L) e imobilizada (I) para remover RB 221 e (b) (■) RB198 L 
e (●) RB 198 I, HRP livre (L) e imobilizada (I) para remover RB 198. 
 
 
 
(a) 
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Pode-se observar na Figura 48 (a), que na reação de remoção do 
corante RB 221, ao longo dos 60 dias em que a HRP esteve estocada a 4 
ºC, houve uma queda na remoção deste corante. Já a enzima livre não 
apresentou o mesmo comportamento, foi observada uma diminuição 
significativa na remoção do corante RB 221 apenas após o décimo 
quinto dia de estocagem da solução de enzima. Pode-se observar que 
essa redução não foi tão grande quanto à observada para a enzima 
imobilizada, que teve perda de atividade após o quinto dia de 
armazenamento.  
Apesar de a faixa ótima de atividade da enzima HRP livre ser 6-7 
(Apêndice A), a enzima HRP imobilizada em pH 7, quando utilizada 
para remover o RB 198, apresentou uma maior estabilidade se 
comparada a enzima imobilizada em pH 6, ou pH 5,5, como utilizado 
nos estudos com alginato. O EPU com a HRP imobilizada só apresentou 
uma diminuição da eficiência de remoção após 30 dias de estocagem. Já 
a solução de enzima livre manteve a estabilidade nos 60 dias de reação.  
Não existem trabalhos reportados na literatura realizando a 
estabilidade da enzima a frio somente a quente, provavelmente porque 
na maioria das reações ocorre uma perda significativa na estabilidade da 
enzima em remover o corante. Porém para armazenar as enzimas 
imobilizadas é necessário estocar a enzima na geladeira, então se faz 
necessário estudar este tipo de comportamento, que ainda não se 
encontra descrito na literatura. 
(b) 
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Na Tabela 35 são apresentados alguns trabalhos reportados na 
literatura sobre a remoção de corantes com enzima imobilizada em 
diversos suportes comparados aos resultados obtidos para HRP 
imobilizada em alginato de cálcio e espuma de poliuretano neste 
trabalho.  
 
Tabela 35- Síntese de trabalhos da literatura, utilizando enzimas 
imobilizadas em diversos suportes para remoção de corantes, 
comparados aos resultados obtidos neste trabalho. 
Referência Enzima Corante Suporte Tempo 
(min) 
D (%) 
Gholami-
Borujeni 
et al. 
(2011) 
 
HRP Ácido 
Laranja 7 
Ácido Azul 
25 
Alginato de 
cálcio 
90 75,0 
84,0 
 
Jaiswal et 
al. (2016) 
 
papaya 
lacase 
 
Índigo-
carmim 
 
Cápsulas de 
quitosana 
 
480 
 
56,0 
 
Bilal et al. 
(2016 b) 
 
 
 
HRP 
 
Vermelho 
reativo 120 
Azul reativo 
4 
Laranja 
reativo 16 
 
 
Alginato de 
cálcio 
 
 
60 
 
 
72,3-
87,2 
 
 
Shoabargh 
et al. 
(2014) 
 
glucose 
oxidase 
 
Ácido 
Laranja 7 
 
TiO2/ 
Poliuretano 
 
22 
 
99,0 
 
 
Bilal et al. 
(2016 c) 
 
 
Manganês 
peroxidase 
Vermelho 
reativo 195 
Azul 
Reativo 21 
Amarelo 
reativo 145 
 
 
Gel ágar-ágar 
 
 
720 
 
78,6-
84,7 
 
Este 
trabalho 
 
 
HRP 
 
RB 221 
RB 198 
 
Alginato de 
cálcio 
 
180 
240 
 
93,0 
75,0 
 
Este 
trabalho 
 
 
HRP 
 
RB 221 
RB 198 
 
Espuma de 
poliuretano 
 
30 
30 
 
58,0 
72,0 
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4.7. Modelagem matemática e estimativa das constantes cinéticas em 
HRP livre 
 
Um mecanismo de Michaelis-Menten reversível descrito na 
Equação 5 foi utilizado para prever o comportamento de remoção de 
corante ao longo do tempo, uma vez que não existe a remoção completa 
dos corantes estudados. Os parâmetros cinéticos do modelo foram 
minimizados em um sistema com enzima livre, a fim de não subestimar 
o mesmo com a interferência de parâmetros de transferência de massa 
do sistema HRP-corante imobilizado. 
Os parâmetros cinéticos minimizados individualmente para os corantes 
RB 221 e RB 198 com a HRP livre são apresentados na Tabela 36. 
Esses parâmetros foram obtidos através do ajuste do modelo aos dados 
experimentais obtidos nas condições ótimas de degradação para cada 
corante num reator com 3,2 mL e com massa inicial de enzima de 28,87 
mg. 
 
Tabela 36- Dados cinéticos da remoção dos corantes RB 221 e RB 198 
pela HRP livre.  
 
Parâmetros RB 221 RB 198 
     (1/min) 1,02 x 10
-2 4,09 x 10-2 
    (mg/L) 61,91 63,58
 
    (mg/L) 0,74 0,41 
    2,80 3,81 
 
Na Tabela 36 pode-se observar que o      é aproximadamente 4 
vezes maior para o RB 198 do que para o RB 221 e     é quase o 
mesmo para ambos os corante, o     é aproximadamente 2 vezes maior 
para o RB 221 do que para o RB 198 e o     é maior para o RB 198 do 
que para o RB 221. As Figuras 49 (a) e (b) mostram os perfis 
experimentais e numéricos de remoção do corante ao longo do tempo. 
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Figura 49- Comparação da remoção de corante experimental e simulada 
usando HRP livre: (a) () RB 221 dados experimentais, (linha 
contínua) RB 221 simulado e (linha pontilhada) simulando produto; (b) 
() RB 198 dados experimentais, (linha contínua) RB 198 simulado e 
(linha pontilhada) simulando produto. 
 
 
As Figuras 49 (a) e (b) mostram os perfis experimentais e 
simulados para remoção de corante ao longo do tempo. Pode-se 
observar que para o RB 221 o modelo se ajustou bem aos dados 
experimentais, para o RB 198 o modelo conseguiu representar os dados 
experimentais. 
 
4.8. Modelagem matemática e estimativa dos parâmetros de 
transferência de massa para HRP imobilizada 
  
Os parâmetros de transferência de massa das Equações 8-11 
juntamente com suas condições de contorno foram ajustados aos dados 
(a) 
(b) 
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experimentais obtidos nas condições ótimas de imobilização de HRP 
que foram apresentados na Figura 30.  
A Tabela 37 apresenta os parâmetros de transferência de massa, 
com    ,    ,     e     obtidos pela solução numérica juntamente com 
os parâmetros de processo. Observa-se que as difusividades efetivas 
para ambos os corantes são muito semelhantes, mas o RB 198 
apresentou a um coeficiente de transferência de massa maior que o do 
RB 221.  
 
Tabela 37 - Parâmetros de transferência de massa e de processo na 
remoção dos corantes RB 221 e RB 198 pela HRP imobilizada.  
 
Parâmetros RB 221 RB 198 Referências 
r  0,9507 0,9546 Este estudo 
p  0,61 Jung et al. (2016) 
eSD  (m
2
/s) 1,47 x 10
-9
 1,51 x 10
-9
 Este estudo 
ePD  (m
2
/s) 1,39 x 10
-9
 1,66 x 10
-9
 Este estudo 
p  (g/cm
3
) 0,723 Jung et al., 2016 
LSk  (m/s) 1,32 x 10
-3
 1,67 x 10
-3
 Este estudo 
LPk (m/s) 1,29 x 10
-4
 1,30 x 10
-5
 Este estudo 
 
 
As Figuras 50 (a) e (b) mostram os perfis experimentais e 
numéricos de remoção do corante ao longo do tempo usando HRP 
imobilizada.  
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Figura 50- Comparação da remoção de corante experimental e simulada 
da remoção de corantes usando HRP imobilizada: (a) () RB 221 dados 
experimentais, (linha contínua) RB 221 simulado e (linha pontilhada) 
produto simulado; (b) () RB 198 dados experimentais, (linha contínua) 
RB 198 simulado e (linha pontilhada) produto simulado. 
 
 
Para ambos os corantes é observado que o modelo de 
transferência de massa prevê muito bem os dados experimentais de 
remoção de cor. 
De uma forma geral os modelos matemáticos aplicados aos 
processos de remoção de cor de corantes com enzima livre e imobilizada 
foram eficientes na predição das constantes cinéticas e nos parâmetros 
de transferência de massa. Sendo assim é possível através da 
modelagem matemática prever condições não testadas 
experimentalmente e reduzir significativamente o número de 
experimentos. 
 
(b) 
(a) 
  
  
5. CONCLUSÕES E SUGESTÕES 
 
5.1. Conclusões   
 
 O estudo do reúso enzimático do efluente de tingimento 
apresentou viabilidade para ser aplicado em indústrias têxteis, pois 
agregou valor ao substrato têxtil e adicionalmente foi observada uma 
economia de água, energia e aditivos. Nesse processo foi obtido uma 
menor perda de cor, uma boa solidez à lavagem, em um menor tempo de 
processo, utilizando pH neutro e pouca quantidade de enzima e peróxido 
de hidrogênio. 
 Nos processos têxteis atuais, geralmente os tingimentos são 
realizados utilizando mistura de 3 corantes. No estudo da presença de 
mais de um corante em solução, utilizando a enzima Horseradish 
peroxidase livre, foi observado que quando vários corantes estão 
presentes em solução pode ocorrer um efeito sinergético do aumento da 
remoção de corante, provocada pela degradação dos corantes em 
diferentes velocidades.  
Fatores como concentração de enzima, peróxido de hidrogênio, 
corante e pH influenciam fortemente em reações enzimáticas, porém o 
único fator que foi significativo em todos os estudos realizados foi o pH, 
que pode ser considerado o efeito mais importante em reações utilizando 
enzima.  
As enzimas peroxidases livres são utilizadas para remover 
corantes reativos em varios trabalhos reportados na literatura, porém 
essas possuem algumas limitações para remover grandes quantidades de 
corantes. Neste estudo foi realizada uma investigação exploratória para 
avaliar a imobilização da HRP em alginato de cálcio e espuma de 
poliuretano. 
 Foi observado que a imobilização da HRP em alginato de cálcio 
foi viável para remover corantes de efluentes têxteis, podendo a cápsula 
ser reutilizada por até 3 vezes. Porém o processo de remoção de corantes 
é mais lento em relação ao utilizando a enzima livre, por isso foi 
proposto um modelo matemático para determinar os perfis de remoção 
de corante ao longo do tempo em um reator de batelada. Com esse 
modelo foi possível prever as constantes cinéticas e os parâmetros de 
transferência de massa tendo sido obtido um bom ajuste ao modelo.  
Nos estudos de imobilização utilizando poliuretano foram obtidos 
bons índices de remoção em um pequeno tempo de reação, embora não 
tenha sido possível reutilizar esse polímero.  
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A utilização da enzima Horseradish peroxidase apresentou 
viabilidade para aplicações industriais e laboratoriais, podendo ser 
aplicada livre e imobilizada para remover corante de efluente têxtil e 
agregar valor ao substrato têxtil. 
 
5.2. Sugestões para trabalhos futuros 
 
A partir dos resultados obtidos, têm-se como sugestões para 
trabalhos futuros: 
 
 Investigar o efeito de diferentes concentrações do metal cobre 
na remoção de corantes reativos pela HRP; 
 Avaliar a influência de corantes contendo cobre sobre dicromias 
e tricromias de corantes de difícil degradação; 
 Avaliar o mecanismo de degradação de corantes reativos e os 
subprodutos formados; 
 Realizar varreduras espectrais antes e depois da reação, em 
diferentes pH, para verificar se o pH atua como indicador; 
 Estudar a modificação da superfície da espuma de poliuretano 
para aumentar a remoção de corante; 
 Analisar a imobilização de enzima em espuma de poliuretano 
modificado;  
 Avaliar a imobilização da HRP em diferentes suportes; 
 Realizar estudos avaliando DBO e DQO; 
 Avaliar a toxicidade dos corantes antes e depois aos 
procedimentos oxidativos. 
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APÊNDICE A- Ficha técnica da enzima Horseradish peroxidase 
 
                Neste apêndice A é apresentada a ficha técnica da enzima 
Horseradish peroxidase fornecida pela Toyobo, conforme descrito na 
seção 3.1.3. 
 
Figura A- Ficha técnica da enzima Horseradish peroxidase fornecida 
pela Toyobo. 
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